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INTRODUCCIÓN 
 
Colombia tiene gran cantidad de pisos térmicos, donde sus climas y 
temperaturas varían de acuerdo a la altura sobre el nivel del mar. Cada piso 
térmico tiene un ecosistema diferente como también diferentes microclimas. Por 
tal razón hay gran variedad de frutas tropicales, por ejemplo la guayaba, que 
pueden ser una fuente potencial en el desarrollo y obtención de nuevos productos 
alimenticios, tales como las pectinas. 
La pectina es un ingrediente alimenticio con un alto valor funcional, usado 
extensamente como agente gelificante y estabilizador de textura. Ésta se ha 
convertido en uno de los principales componentes de la fibra dietaría, debido a 
que tiene la capacidad de hincharse al absorber agua y por tanto aumentar el 
volumen de la materia fecal, ocasionando un aumento en los movimientos 
peristálticos del intestino, facilitando de esta manera el tránsito, la distensión 
intestinal y la evacuación del intestino, por lo que su consumo está relacionado 
con la prevención y disminución de enfermedades tales como la constipación, 
diverticulitis, colitis, hemorroides, cáncer en el colon y en el recto, diabetes 
mellitus, arteroiesclerosis y otros. En el mundo, el consumo actual de pectina 
se estima en alrededor de 45 millones de kilogramos/año, con un valor 
comercial de € 400 millones (1). En nuestro país actualmente se importa toda la 
pectina necesaria para la industria alimenticia. 
La principal fuente de obtención de pectina son las frutas cítricas, después de 
la manzana, lo que conlleva al estudio de nuevas fuentes de producción. Una 
de las fuentes para la obtención de pectina es la guayaba, que en la actualidad 
no es aprovechada para este fin en el país. La guayaba que tiene una 
producción anual de 181.500 toneladas en Colombia, se cultiva principalmente 
en los departamentos de Santander, Boyacá y Tolima, y puede ser una fuente 
importante de pectina a nivel industrial para satisfacer en un periodo corto la 
demanda interna de este producto (2). 
En la actualidad se están realizando estudios para la extracción de la pectina 
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por métodos enzimáticos y microbiológicos en diferentes matrices vegetales. 
Sin embargo, la principal forma de obtención a nivel industrial de la pectina 
sigue siendo la hidrólisis ácida. A partir de esta metodología se ha obtenido 
pectina de la pulpa de guayaba con un alto grado de metoxilación, que 
presenta olor y color. Por tal motivo, se hace necesario implementar una 
metodología que permita desodorizar y despigmentar pulpa de guayaba. 
En la actualidad las técnicas de desodorización son ampliamente utilizadas 
en la industria de aceites. La hidrodestilación y pervaporación son dos de las 
técnicas más empleadas en la desodorización de alimentos a nivel industrial; 
las cuales, hasta donde se tiene conocimiento, no han sido empleadas en la 
desodorización de pulpa de guayaba. De otro lado, se han adelantado 
diferentes estudios relacionados con el aroma de guayaba, sin que ello 
implique un proceso de desodorización. Tales estudios han empleado 
destilación extracción simultanea (SDE†) (3), extracción líquido-líquido (4), 
microextracción en fase solida (SPME†) (5) y evaporación del flavor asistida 
con disolvente (SAFE†) (6). 
Los carotenoides son un grupo de pigmentos naturales responsables de los 
colores amarillo, naranja y rojo de muchos alimentos. Los estudios realizados 
muestran que el licopeno y β –caroteno son los pigmentos, de tipo caroteno, 
mayoritarios en la pulpa de guayaba (7), a los cuales se les atribuye el color 
rosado característico de la pulpa. Estos compuestos poseen propiedades 
antioxidantes, debido a que actúan protegiendo a las células del estrés 
oxidativo producido por la acción de los radicales libres; los cuales, son unos 
de los principales responsables de las enfermedades cardiovasculares, cáncer 
y envejecimiento. Las técnicas para la extracción de carotenos más empleadas 
son la extracción líquido-líquido y Sohxlet (8).  
 La guayaba tiene un importante contenido de nutrientes funcionales tales 
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
† De sus siglas en inglés Simultaneous Distillation Extraction (SDE), Solid Phase Microextraction 
(SPME) y Solvent Assisted Flavor Evaporation (SAFE).	  
6 
	  
como antioxidantes y fibra dietaría los cuales han sido preliminarmente 
estudiados. A su vez, pueden ser utilizados para el enriquecimiento de 
diferentes tipos de alimentos o en la industria farmacéutica. 
Teniendo en cuenta el panorama anterior, este trabajo permite obtener pulpa 
de guayaba sin olor ni color para producir pectina de gran pureza. De otro lado, 
fueron obtenidos los extractos de compuestos volátiles y pigmentos. 
 
1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 
1.1. Justificación 
 
En Colombia la industria de alimentos, en particular la que requiere y utiliza 
frutas ha tenido un comportamiento creciente que supera incluso al de la 
industria en general.  
La guayaba es considerada el tercer renglón agrícola, en superficie sembrada 
en el país, 15.000 hectáreas aproximadamente, de las cuales alrededor del 
34% están ubicadas en el departamento de Santander. De esta cifra el 14% es 
industrializado en la producción de bocadillo y un 23% se pierde en los lugares 
de cosecha, debido a que existe un mal manejo poscosecha. Por lo tanto, es 
importante buscar nuevas aplicaciones de la fruta, la cual podría ser una fuente 
importante de pectinas (15 g de carbohidratos totales/100 g de pulpa y 5,6 g de 
fibra cruda/ 100 g de pulpa) y compuestos de tipo fenólico. 
La pectina es un polímero de alto peso molecular derivado de residuos de 
ácido D-galacturónico, la cual tiene gran capacidad de “encapsular” u “ocluir” 
compuestos durante su obtención. Como ejemplo de lo anterior, la pectina 
obtenida en el grupo de Estudio de Cambios Químicos y Bioquímicos de 
Alimentos Frescos y Procesados, mediante hidrolisis ácida a partir de la pulpa 
de guayaba, presentó aroma y coloración; esto se explica porque durante la 
obtención de pectina se forman unidades poliméricas de gran longitud capaces 
de retener u ocluir compuestos. Una solución a este problema es realizar 
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lavados sucesivos con etanol. Sin embargo, el empleo de grandes cantidades 
de disolvente conllevó a un incremento en los costos y a un producto que no 
era competitivo en el mercado, debido al alto costo de producción. 
Para solucionar este problema se hace necesario desarrollar una metodología 
para desodorizar y despigmentar la pulpa de la guayaba (sin retirar los 
compuestos de tipo fenólico) aprovechando la obtención de sub-productos tales 
como el licopeno y β -caroteno, muy apetecidos en la industria farmacéutica 
debido a su gran capacidad antioxidante. 
La hidrodestilación y pervaporación son dos de las técnicas industriales más 
empleadas en la desodorización de alimentos. Sin embargo, son técnicas que 
requieren de calentamiento excesivo, lo que conlleva a la formación de 
artefactos, y por consiguiente produce alteración de las propiedades 
alimenticias y organolépticas del producto final. 
Las técnicas de extracción de carotenos frecuentemente no son las mismas, 
ya que la naturaleza de la matriz de análisis influye considerablemente durante 
el proceso de extracción. En la mayoría de estas técnicas, particularmente la 
extracción líquido–líquido y Soxhlet, se emplean disolventes que no son 
inocuos, por ejemplo acetona, diclorometano, cloroformo etc., lo que impide 
que estos compuestos sean empleados en la industria farmacéutica y 
alimenticia. Otro factor importante durante el proceso de extracción, es el 
calentamiento excesivo que se requiere con estas técnicas; el cual puede 
generar pérdida de la funcionalidad de los carotenos, ya que este tipo de 
compuestos se descomponen fácilmente por encima de 30 °C.  
Nuevas técnicas de separación emergentes tales como la extracción asistida 
con microondas y extracción asistida con ultrasonido están siendo ampliamente 
utilizadas en la actualidad, debido a que no necesitan calentamiento excesivo 
de la muestra y el tiempo de extracción es mínimo. La principal desventaja de 
estas técnicas, es el uso de disolventes inocuos en cantidades considerables; 
además no son muy selectivas, ya que no se puede variar la polaridad del 
disolvente empleado durante la extracción. Sin embargo, la extracción con 
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fluidos supercríticos (SFE‡) no presenta dichas desventajas, ya que emplea 
disolventes inocuos, tales como dióxido de carbono supercrítico (SC-CO2‡), y 
además permite separar selectivamente analitos a partir de una matriz de 
análisis, simplemente variando las condiciones de presión y temperatura. Del 
mismo modo, permite fraccionar y separar compuestos de acuerdo a su 
polaridad, lo que la hace una técnica muy versátil y de potencial aplicabilidad a 
nivel industrial.  
El presente trabajo busca obtener pulpa de guayaba sin olor ni color 
empleando la técnica de SFE, para la obtención de pectina pura; ya que en 
nuestro país se importa toda la pectina necesaria para la industria alimenticia. 
A partir de los sub-productos obtenidos de la despigmentación, tales como 
licopeno y β –caroteno, se espera obtener un valor agregado de la pulpa de 
guayaba, debido a que son micronutrientes antioxidantes de alto costo y muy 
empleados en la industria farmacéutica en la elaboración de medicamentos y 
complejos nutricionales. En el mismo sentido, se pretende obtener extractos de 
compuestos volátiles que posiblemente se pueden emplear en la industria 
alimenticia, principalmente en el campo de los saborizantes.  
 
1.2. Objetivo general 
 
Desodorizar y despigmentar pulpa de guayaba empleando dióxido de carbono 
supercrítico y etanol como cosolvente. 
 
1.3.  Objetivos específicos. 
 
• Obtener pulpa de guayaba con un bajo contenido de compuestos volátiles, 
tal que ésta posea una disminución significativa de su aroma respecto a la 
muestra inicial. 
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
‡ De sus siglas en inglés Supercritical Fluid Extraction (SFE), Suprecritical Carbon Dioxide (SC-CO2).	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• Evaluar los factores más relevantes en la extracción de los compuestos 
volátiles del aroma. 
• Obtener pulpa de guayaba con un bajo contenido de pigmentos. 
• Evaluar los factores más importantes en la extracción de los pigmentos de 
pulpa de guayaba. 
• Obtener como subproductos del procesamiento fracciones de compuestos 
volátiles y de pigmentos. 
• Caracterizar los componentes que hacen parte de las fracciones obtenidas 
como subproductos. 
 
1.4. Hipótesis de investigación. 
 
A partir de los objetivos planteados, el presente proyecto tiene como hipótesis de 
investigación: 
 
Emplear la extracción con fluidos supercríticos, para desodorizar y 
despigmentar la pulpa de guayaba con el fin de obtener pectinas libres 
de color y sabor, para el empleo de la misma en la industria 
alimenticia. 
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2. MARCO TEÓRICO Y ESTADO DEL ARTE 
 
La guayaba tiene un importante valor nutricional, además su sabor y aroma son 
muy agradables para el gusto humano. Sin embargo, muchos de sus compuestos 
funcionales no pueden ser aprovechados en la industria alimenticia debido a que 
presentan aroma y color. Es por esto que se hace necesario implementar una 
técnica que permita desodorizar y despigmentar pulpa de guayaba, sin llegar a 
perder la funcionalidad de sus componentes. 
A continuación se describirán las metodologías más empleadas en procesos de 
desodorización y despigmentaión, así como los avances más recientes. 
 
2.1. Desodorización  
 
Las técnicas de desodorización son ampliamente utilizadas en la industria de 
aceites; en la actualidad las más empleadas son la hidrodestilación y 
pervaporación. El procesado de aceites de oliva y de pescado es quizás el que ha 
tenido un mayor desarrollo industrial, debido a que son muy apetecidos en la 
industria alimentaria por tener un  alto valor nutricional. Actualmente se emplean 
tres tipos de  desodorizadores bache, semi-continuo y continúo, principalmente en 
el procesado de aceite de oliva, el cual ha sido introducido en la industria 
alimentaria desde finales del siglo XIX (9). 
La desodorización es un paso crucial durante el refinamiento del aceite vegetal, 
ya que tiene un efecto importante sobre la calidad final del aceite. La técnica que 
ha tenido mayor auge, tanto comercial como con fines de investigación, ha sido la 
pervaporación al vacio. El propósito de este proceso es remover compuestos 
volátiles que contribuyen de manera negativa en el aroma del producto final y que 
pueden generar rechazo por parte del consumidor. Estos compuestos se pueden 
formar durante el proceso de obtención del aceite vegetal, compuestos off-flavor, o 
también pueden ser propios de la matriz, tales como aldehídos, cetonas, 
carbohidratos y ácidos grasos libres (10). Estos últimos son los de mayor interés, 
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entre los que se encuentran el esteárico, palmítico, oleico y linoleico, debido a que 
sus concentraciones son considerablemente altas en el aceite antes de realizar el 
proceso de desodorización. 
  
2.1.1. Técnicas tradicionales 
 
 2.1.1.1. Hidrodestilación 
 
Este proceso consiste en calentar la matriz de desodorización, con el fin de 
aumentar la presión de vapor de los compuestos volátiles y ponerlos en contacto 
con vapor caliente para su extracción. Para este tipo de procesos existen dos 
sistemas diferentes, desodorización continua en contracorriente y desodorización 
de flujos cruzados. 
El proceso de desodorización en contracorriente consiste en pasar la matriz 
caliente a desodorizar y vapor en contracorriente en una columna de destilación. 
Los compuestos volátiles son removidos por el vapor, favorecido por procesos de 
difusión, y son recuperados por condensación en la parte superior de la columna. 
Sin embargo, en muchos de estos procesos se requiere gran cantidad de vapor 
debido a que el contacto interfacial en varias matrices es muy bajo (11). En el 
mismo sentido, como producto de la desodorización la fracción molar de los 
volátiles decrece, ocasionando que su presión parcial disminuya y que más vapor 
sea necesario (12). 
Los sistemas de desodorización continuos en contracorriente, ofrecen ventajas 
respecto al tiempo de residencia, los cuales pueden ser muy cortos. Ya que la 
magnitud de las reacciones colaterales es proporcional al tiempo en el que el 
aceite es expuesto a altas temperaturas, suprime la formación de sub-productos 
indeseados, tales como trans-isomeros y oligómeros de ácidos grasos insaturados 
(12). 
Otros equipos desarrollados para la desodorización continua son los 
denominados de flujo cruzado tipo bache. Radica en que hay más de dos 
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direcciones de flujo entre el vapor y la matriz. Empleando sistemas de flujo 
cruzado se ha obtenido 0,0088% de acidez en aceite de canola, en comparación 
con los sistemas en contracorriente donde se ha obtenido 0,0017% (13). Por lo 
tanto, los sistemas de desodorización en contracorriente son más eficientes 
respecto a los de flujo cruzado, en cuanto al porcentaje de acidez y cantidad de 
tocoferol presente en el aceite después de realizar la refinación. No obstante 
algunos trabajos reportan olores a rancio, debido la presencia de una fracción de 
acilglicereol en el destilado empleando estas metodologías (14). Para solucionar 
este problema se han empleado desodorizadores tipo bache, donde se ha 
demostrado que pequeñas cantidades de vapor de agua, que se condensan y se 
disuelven en el aceite, disminuyen la temperatura de ebullición necesaria durante 
el proceso (15). En este sentido, la desodorización se puede llevar a cabo a bajas 
temperaturas. No obstante, la alta temperatura necesaria para producir vapor de 
agua durante la desodorización de aceites de origen vegetal y animal conduce a la 
formación de compuestos indeseados tales como isómeros trans- y posterior 
polimerización, y la destrucción parcial o total de vitaminas. 
Los ácidos grasos poliinsaturados de cadena larga (LC-PUFAs§) de la serie n-3, 
presentes en los aceites de pescado, son moléculas termolábiles. Las 
temperaturas empleadas durante la desodorización (180-220 °C) son suficientes 
para inducir reacciones tales como (i) la isomerización geométrica de los dobles 
enlaces cis- a la configuración termodinámicamente más estable trans-, (ii) 
ciclización y polimerización de ácidos grasos insaturados ocurrida por la inter-
(polimerización) o intra-(ciclización) molecular entre el carbono vinílico y los 
hidrogenos bis-alílicos (16, 17). Los PUFA presentes en matrices vegetales (aceite 
de canola y de girasol) también sufren reacciones colaterales de isomerización por 
procesos térmicos, formándose los ácidos grasos trans-linoleico y trans-linolenico 
(18, 19). Para solucionar estos problemas se ha optado por emplear nitrógeno 
como reemplazo del vapor de agua. 
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
§ De sus siglas en inglés Long Chain Polyunsaturated Fatty Acids (LC-PUFAs).	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Hidrodestilación empleando nitrógeno 
 
El nitrógeno ha sido sugerido como una alternativa para los procesos de 
desodorización. La principal ventaja de usar nitrógeno es la ausencia de 
hidrolisis en el aceite, no obstante las reacciones termoliticas y oxidativas no 
pueden ser excluidas (20). También se puede observar una notable eficiencia 
empleando nitrógeno en relación del vapor. Lo anterior ha sido atribuido por 
algunos autores como la inexactitud en la dosis de nitrógeno durante el 
desarrollo de los experimentos (21). Sin embargo, se ha podido determinar que 
durante el proceso de desodorización 1 mol de nitrógeno tiene casi la misma 
capacidad que 1 mol de vapor (22). 
Otras ventajas de emplear nitrógeno son la obtención de un aceite 
desodorizado más estable y mejor calidad del destilado. No obstante, muchas 
refinerías de aceite no prefieren nitrógeno ya que no se puede condensar y es 
un gas inerte que requiere una unidad adicional de alto vacio, incrementando 
considerablemente la inversión inicial (21). 
El uso de burbujas de nitrógeno para remover contaminantes del aceite a 
bajas temperaturas, requiere que las burbujas actúen de tal manera que los 
procesos de adsorción ocurran en la superficie de la burbuja para remover 
contaminantes de alto peso molecular, tales como los ácidos grasos libres 
presentes en los aceites vegetales y en la cavidad de las burbujas para 
remover contaminantes altamente volátiles. La gran eficiencia del nitrógeno 
puede ser debida a un incremento en la proporción aceite-gas transferencia-
masa porque el pequeño tamaño de las burbujas puede resultar a partir del 
nitrógeno gaseoso teniendo una diferencia de viscosidad y además una 
diferencia interfacial de tensión superficial (21). 
A partir de la evaluación hecha por un panel organoléptico se ha logrado 
determinar que la mejor temperatura para desodorizar aceite de girasol, 
empleando burbujas de nitrógeno, se encuentra entre 100 y 150 °C  (23). No 
obstante, el contenido total de  esteroles puede disminuir notoriamente 
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aumentando la temperatura y generando pérdida del valor nutricional de 
producto final; esto se puede evitar controlando la velocidad del flujo de gas 
(24). 
En la actualidad se están empleando nuevas técnicas de desodorización 
como biofiltros inoculados con Arthrobacter sp. para la eliminación de 
trimetilamina y amoniaco (25); extractos de colorantes naturales obtenidos a 
partir de gardenia, sedimento de café, Cassia tora L. y pomegranate para 
evaluar sus propiedades de desodorización, coloración y decoloración en 
fabricas de algodón, seda y lana (26); empleo de carbón activado para 
desodorizar una clase de proteína separada del maíz, conocida como 
prolaminas (zein) (27) y para desodorizar compuestos de agua potable earthy-
musty (28); empleo de raíces de rabano picadas y peróxidos para la 
desodorización de estiércol de cerdo (29). 
Una técnica de extracción relativamente emergente es la SFE. Está técnica 
tiene la ventaja que puede variar la polaridad del disolvente variando la 
temperatura y presión de extracción, además es una técnica que permite 
extraer compuestos de una gran gama de polaridad, sin que éstos sufran 
degradación térmica. 
 
2.1.1.2. Pervaporación 
 
La pervaporación consiste en una membrana de separación que involucra la 
vaporización parcial de una mezcla de líquidos a través de una membrana 
densa cuyo lado posterior suele mantenerse al vacío (30). En general, la 
separación por pervaporación se pueden realizar utilizando membranas 
basadas en los mecanismos de transporte solución-difusión. El transporte de 
masa a través de las membranas selectivas permeables comprende tres etapas 
sucesivas a saber (31), (i) partición de los componentes de alimentación en el 
vapor de agua y en la hinchada capa de la membrana; (ii) la difusión de los 
componentes de la capa de la superficie a través de la membrana; (iii) 
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desorción de estos componentes en la superficie posterior de estas 
membranas. 
En la actualidad es considerada una operación unitaria básica para la 
separación de mezclas líquidas orgánicas debido a su eficiencia en mezclas 
azeotrópicas, mezclas de compuestos con puntos de ebullición demasiado 
cercanos, isómeros y compuestos termolábiles.  
El proceso de pervaporación se ha aplicado a la desodorización de coliflor 
para reducir el contenido de compuestos volátiles orgánicos y para obtener una 
fracción volátil. Los compuestos azufrados fueron identificados como impacto 
del efluente de olor. La pervaporación puede ser un proceso eficiente para la 
desodorización y ofrece un potencial real para la valorización del permeato 
(32). Sin embargo, en la actualidad la pervaporación es utilizada para obtener 
compuestos tales como esteres (33) y compuestos azufrados (34), y extractos 
volátiles de frutas (35, 36), fresas (37) y manzanas de marañon (38). No 
obstante hoy por hoy se están implementando nuevas técnicas que resultan ser 
muy eficientes. 
 
2.1.2. SFE aplicado a la obtención de extractos de aroma 
 
La SFE es una operación unitaria que aprovecha el poder disolvente de un fluido 
supercrítico (FS) en condiciones por encima de su temperatura y presión critica. 
Generalmente se emplea SC-CO2 debido a que su temperatura y presión crítica 
son bajas, es económico y de fácil consecución, entre otras. El desarrollo del 
proceso depende del poder solvatante del fluido, la volatilidad del soluto y la 
variación de estas propiedades con las condiciones de operación. 
Los parámetros más importantes de extracción empleando fluidos 
supercríticos son la presión, temperatura, velocidad de flujo del FS, tiempo de 
extracción, efecto de modificadores, tamaño de partícula, densidad de carga 
del reactor y cantidad de agua presente en la matriz. 
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Temperatura y presión 
 
El parámetro del proceso más importante es la presión seguido de la 
temperatura; variando estos dos parámetros es posible cambiar la selectividad 
del fluido hacia determinado grupo de analitos. El comportamiento del soluto en 
un medio supercrítico depende principalmente de tres parámetros: (i) 
miscibilidad inicial del soluto, que corresponde a las particiones del soluto en el 
FS; (ii) la presión en la cual el soluto alcanza su máxima solubilidad; (iii) el 
rango de presión fraccionada, que corresponde a la región comprendida entre 
las presiones máximas de solubilidad y miscibilidad (39). 
Variando la temperatura y/o presión de extracción es posible variar 
considerablemente la densidad del FS. Aumentando la temperatura y 
manteniendo la presión constante la densidad del FS disminuye. Este efecto se 
hace más pronunciado a medida que la comprensibilidad del fluido aumenta. La 
evaluación de la temperatura es difícil de predecir ya que depende de la 
naturaleza de la muestra. Para solutos volátiles, hay una competencia entre la 
solubilidad de los solutos en SC-CO2, ya que la volatilidad de los solutos 
aumenta con la temperatura (39).  
 
Tiempo de extracción 
 
Lo mejor es maximizar el tiempo de contacto del FS con la muestra para 
mejorar la eficiencia de la extracción. Sin embargo, con un periodo de tiempo 
prolongado se puede extraer compuestos que no son de interés en el estudio 
realizado. En la actualidad hay dos modos de extracción empleando FS: (i) 
sistemas estáticos, que consisten en dejar determinada cantidad de FS en 
contacto con la matriz durante determinado tiempo; (ii) sistemas dinámicos, que 
consisten en pasar un flujo determinado de FS por la muestra durante 
determinada cantidad de tiempo. 
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Efecto de modificadores  
 
El SC-CO2 en algunas ocasiones no es un disolvente adecuado para la 
extracción de determinados compuestos. Para solucionar esto se hace 
necesario modificar la polaridad del SC-CO2 con la adición de uno o más 
disolventes, denominados modificadores o cosolventes. En la actualidad el 
cosolvente más empleado es el etanol, debido a que es un disolvente inocuo y 
amigable, en determinadas proporciones, con el medio ambiente. 
La naturaleza del cosolvente depende de la naturaleza del soluto. Se debe 
seleccionar un disolvente que cumpla con determinadas especificaciones: (i) 
amigable con el medio ambiente; (ii) fácil de eliminar; (iii) no tóxico; (iv) buen 
disolvente, en estado líquido, de los analitos de interés (39). Los cosolventes 
pueden ser adicionados como una mezcla de fluidos con una segunda bomba y 
una cámara de mezclado, o adicionado directamente sobre la muestra antes de 
iniciar la extracción. 
 
Efecto del agua en SFE 
 
Se ha efectuado SFE de matrices acuosas (40), pero se debe tener precaución 
debido a que se puede dañar o destruir el contenido de componentes de la 
muestra con el agua. 
El agua pude ayudar en el proceso de extracción dependiendo que tanto pueda 
abrir los poros de la muestra, lo cual permite que el FS acceda más fácilmente a 
los analitos y favorece el flujo hacia el interior de la matriz (39). No obstante, una 
cantidad considerable de agua puede originar hinchazón de la muestra y por lo 
tanto lisis celular, ocasionando degradación de algunos analitos 
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 La SFE como técnica de desodorización 
 
La SFE es una técnica ampliamente empleada en la extracción de compuestos 
volátiles de diferentes matrices para su respectivo análisis tales como  Cnidium 
monnieri (41), Schisandra chinensis (42), Vetiveria zizanioides (43), Patrinia villosa 
(44), aceite de cardamomo (45), Salvia officinalis L. (46), Marchantia convoluta 
(47), especies Angelica (48), Rosmarinus officinalis (49), Lippia alba (50), 
Origanum majorana L. (51), Lippia alba cultivada en Colombia (52) y Xylopia 
aromatica (53). 
Muy pocos son los trabajos conocidos sobre desodorización empleando la SFE. 
Sin embargo, mediante la producción y el empleo de microburbujas de SC-CO2, 
en contacto con la matriz en solución acuosa, se ha logrado extraer volátiles con 
una alta eficiencia (54). También se ha logrado remover los compuestos 
indeseables de la salsa de pescado empleando un aparato de flujo continuo (55). 
La extracción se realizó a 10, 20 y 30 MPa; velocidad de flujo de CO2 de 2,0 y 4,0 
kg/h con una temperatura de 35 °C y un tiempo de residencia promedio de la 
muestra de 20 min. Se logro extraer una relación de volátiles totales de 56% a 
59% a una relación de 0,14 CO2/muestra y 69% a una relación de 0,29. El 
incremento del flujo de CO2 mejoró la eficiencia durante la remoción total, pero el 
efecto de la presión no fue observado. No obstante, en un sistema de extracción 
tipo bache, la cantidad de CO2 requerida puede ser de una relación de 1,6 
CO2/muestra para extraer más del 90% de la cantidad total de volátiles (55). 
La SFE ha sido empleada para obtener los volátiles de las hojas de guayaba 
(56). Un total de 17 compuestos identificados contribuyen al aroma en un 
86,1%. El α-selineno (23,7%), α -cariofileno (18,8%) y δ -selineno fueron los 
compuestos mayoritarios (56).  
Otras técnicas de extracción entre las que se encuentran la SAFE  (6), SPME (5, 
57, 58), líquido-líquido (4, 59-61), SDE (3, 62-65), han sido empleadas para separar 
compuestos volátiles de la pulpa de guayaba. Sin embargo, no se ha efectuado 
ningún estudio sobre los volátiles de la guayaba empleando como técnica la SFE. 
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2.1.3. Compuestos volátiles de la guayaba 
 
Extractos obtenidos por SDE: Los extractos obtenidos por esta técnica, 
empleando guayaba fresa, han sido analizados por cromatografía de gases 
acoplada a espectrometría de masa (GC-MS**) encontrando etanol, α -pineno, 
(Z)-3-hexenol, (E)-β-cariofileno y ácido hexadecanoico como los constituyentes 
mayoritarios (64). En la guayaba de Costa Rica los esteres alifáticos y 
terpenicos contribuyen en mayor proporción al sabor único de esta fruta (3). La 
guayaba de Taiwan muestra que los compuestos aldehídos C6, alcoholes C6, 
hexanoato de etilo, acetato de (Z)-3-hexenil, terpenos y 1,8-cineol, contribuyen 
de manera significativa en el aroma de la fruta (62). 
 
Extractos obtenidos por extracción líquido-líquido: Los compuestos 
volátiles de la guayaba han sido aislados a partir de la pulpa empleando éter 
etílico; identificando un total de 22 compuestos de los cuales predominaron cis-
3-hexen-1-ol, hexanol y hexanal (61). Estudios más recientes de extractos 
analizados por GC/GC-O** han identificado 48 compuestos activos en el aroma 
de guayaba rosada, identificando por primera vez al 3-pente-2-ol y acetato de 
2-butenilo como compuestos aromáticos activos en el aroma de la fruta (4). 
 
SPME: En la guayaba de Brasil se han podido determinar más de 100 
compuestos volátiles, de los cuales se lograron identificar naftaleno y ácido 
benzoico, compuestos potencialmente peligrosos para la salud humana (57). 
Otros estudios demuestran que el uso de la fibra refrigerada 
carboxen/divinilbenceno/polidimetilsiloxano es la fibra apropiada para extraer 
los compuestos volátiles de la guayaba entre los que se incluyen alcoholes, 
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
** De sus siglas en inglés Gas Chromatography Mass Spectrometry (GC-MS), Gas 
Chromatography/Gas Chromatography Olfactometry (GC/GC-O).	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esteres, compuestos carbonílicos y terpenos (5). 
 
SAFE: En el estudio de las guayabas Colombianas (Psidium guajava L.), 
variedad regional roja (6), se logró identificar por primera vez siete compuestos 
potencialmente activos en el aroma de guayaba. Los resultados de los 
experimentos de identificación en combinación con los factores de dilución del 
flavor revelan que 12 compuestos son los que contribuyen de manera 
significativa en el olor de la fruta. 
 
2.2. Despigmentación 
 
Las técnicas de despigmentación van desde el uso de disolventes que no son 
inocuos, principalmente acetona, hasta el empleo de técnicas mucho más 
avanzadas como la SFE. Esta última emplea disolventes para la extracción que 
son inocuos, principalmente SC-CO2 y etanol. Los últimos adelantos 
demuestran que la SFE es una técnica emergente y prometedora, ya que a 
partir de algunas modificaciones han surgido avances que han permitido el 
desarrollo de técnicas nuevas como son: (i) proceso de gas antidisolvente; (ii) 
proceso supercrítico antidisolvente; (iii) extracción supercrítica a partir de una 
emulsión (66). 
Las clorofilas y los carotenoides son compuestos muy comunes, los cuales 
son los responsables del color de los vegetales y muchas frutas. Debido a que 
son colorantes y a sus propiedades fisicoquímicas, estos también pueden ser 
empleados como aditivos en la industria alimenticia. Los carotenoides son 
compuestos constituidos por ocho unidades de isopreno, muchos de ellos 
tienen 40 unidades de átomos de carbono. 
Hay más de 600 carotenoides diferentes en la naturaleza distribuidos en las 
plantas superiores, bacteria, hongos y algunos animales. Muchos de ellos se 
encuentran en las plantas superiores, especialmente en sus hojas, flores y 
frutos (66). 
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Uno de los carotenoides más común, abundante y usado es el β-caroteno, al 
cual se le atribuye el color amarillo en las frutas. Otro carotenoide de interés 
industrial es el licopeno cuya estructura molecular es la responsable de darle 
un color rojo intenso, además tiene propiedades antioxidantes. (66). 
 
2.2.1. Técnicas tradicionales 
 
Extracción líquido-líquido: Generalmente, la extracción con disolventes se 
efectúa con la extracción de la muestra líquida y saponificación. Los disolventes 
más ampliamente utilizados son la acetona, éter de petróleo, hexano, entre otros 
(8). El efecto de las condiciones de extracción de licopeno a partir de residuos de 
tomate empleando una superficie de respuesta ha sido estudiado. Se evaluaron 
diferentes condiciones de extracción dando como mejor resultado una relación 
disolvente (hexano/acetona/etanol 2:1:1)-muestra de 30:1 (v/p), número de 
extracciones 4, temperatura 50 °C, tamaño de partícula 0,15 mm y tiempo de 
extracción de 8 min, obteniendo una recuperación de licopeno de 198 mg/g (67). 
El licopeno del polvo de la pulpa de tomate ha sido extraído a partir de 1 g de 
pulpa en polvo, 20 ml etanol/hexano (4:3 v/v), 50 °C por 30 min y una agitación de 
140 rpm, obteniendo 439,3 µ/g de licopeno (68). Técnicas que emplean éter de 
petróleo/acetona/agua (15:75:10) con 3 h de agitación, ó 5 min en un baño 
ultrasónico, produce el máximo rendimiento en la extracción total de carotenoides 
de la esponja marina Thraustochytrium ONC-T18 (69). 
Una simple mezcla de tres componentes hexano/acetona/etanol es la solución 
para extraer el licopeno del tomate y los productos de tomate. Aunque el mejor 
disolvente usado en la extracción del licopeno fue el hexano, hubo una interacción 
positiva sinergista secundaria de hexano con etanol (para el tomate y sus 
productos) y con acetona (para las pastas de tomate); lo que sugiere que una 
mezcla que incluya los tres disolventes es esencial para optimizar el proceso de 
extracción. Se propusieron las siguientes composiciones de mezclas 
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hexano/acetona/etanol: (i) Desechos de tomate 4,78:1,51:3,71; (ii) salsa de tomate 
5,91:0,61:3,48; (iii) pasta de tomate 5,87:1,81:2,31 (70). 
 
Extracción asistida con ultrasonido/microondas (UMAE††) y extracción 
asistida con ultrasonido (UAE††): La optimización mediante superficie de 
respuesta y la comparación de las técnicas de extracción ultrasonido/microondas y 
microondas han sido evaluadas para la extracción de licopeno en tomates. Las 
condiciones óptimas para UMAE es de 98 W de potencia de microondas con una 
frecuencia de 40 KHz, una relación de disolventes/pasta de tomate (v/p) de 10,6:1 
y un tiempo de extracción de 367 s; para la UAE, la temperatura de extracción fue 
de 86,4 °C, una relación de disolvente/pasta de tomate de 8,0:1 y un tiempo de 
extracción de 29,1 min. Mientras que el porcentaje de rendimiento para la UMAE 
fue de 97,4%, para la UAE fue de 89,4%. Estos resultados dan el indicio de que la 
UMAE fue más eficiente que la UAE (71). 
 
Sólido-líquido: La extracción del licopeno de residuos industriales de tomate 
empleando un extractor Naviglio® ha sido estudiada. El extractor Naviglio® es un 
extractor dinámico solido-líquido que aplica el principio que en un disolvente 
apropiado, generando un gradiente de presión negativa para que no se alcance el 
equilibrio entre el interior y el exterior de la  matriz sólida, seguido de un rápido 
restablecimiento de las condiciones de equilibrio, se produce una extracción 
forzada de los compuestos no enlazados químicamente contenidos en la matriz 
del sólido (72). Empleando este método y agua como disolvente extractante se ha 
logrado obtener trans-licopeno de los desechos industriales de tomate con una 
pureza no menos del 98%, recuperado en un sólido cuasi-cristalino y purificado 
por  extracción en fase sólida (72). Un promedio de recuperación de 2,8 mg 
licopeno/kg de residuos de tomate ha sido obtenido después de 4 h de extracción 
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
†† De sus siglas en inglés Ultrasound Microwave Assisted Extraction (UMAE) y Ultrasound Assisted 
Extraction (UAE).	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y empleando agua como agente extractante (73). Otros estudios en sub-productos 
del tomate concluyen que el uso de agua como agente extractante reduce 
considerablemente los costos del proceso total, comparado con el uso común de 
disolventes orgánicos como agente extractante (74). Otros resultados muestran 
que empleando alta presión no presenta destrucción de la estructura molecular del 
licopeno y el rendimiento obtenido por el proceso de alta presión por 1 min fue 
mayor que el obtenido empleando disolvente durante la extracción por 30 min (75). 
La aplicación de alta presión hidrostática de alimentos a la extracción de 
licopeno de pasta de tomate también ha sido objeto de estudio. Se estudiaron 
varias condiciones experimentales de extracción tales como disolventes 
(cloroformo, etanol 95% y agua destilada), concentración de etanol (45-95%, v/v), 
presión de extracción (100-600 MPa), duración (1-10 min) y relación sólido/líquido 
(1:1 a 1:8 g/ml). Los resultados experimentales arrojaron que con solo 1 min a 
temperatura ambiente y sin ningún proceso de calentamiento se extrajo la mayor 
cantidad de licopeno. Se obtuvo una recuperación de 92% a 500 MPa, 1 min de 
duración, concentración de etanol 75%, y una relación sólido/líquido 1:6 g/ml. El 
rendimiento de extracción de licopeno se encuentra influenciado por la presión. 
Cuando la presión aumenta de 100 a 600 MPa el rendimiento de extracción de 
licopeno se incrementa de 18,19 a 41,73 mg/100 g. En base a la teoría del 
comportamiento de las fases, la solubilidad es mayor cuando la presión se 
incrementa (76). La SFE es un técnica que emplea altas presiones para variar el 
poder solvatante del FS, por lo tanto es una técnica que puede ser versátil para la 
extracción de licopeno de diversas matrices. 
 
2.2.2. SFE de carotenoides 
 
Los carotenoides son compuestos inestables y muy sensibles a procesos de 
oxidación debido a su gran cantidad de dobles enlaces conjugados. La luz tiene un 
efecto de activación y las temperaturas altas aceleran el proceso de degradación. 
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Para evitar estos inconvenientes durante el análisis, la extracción de 
carotenoides con SC-CO2, con o sin cosolvente,  se desarrolla en una atmosfera 
inerte a condiciones de mediana o baja temperatura, evitando de esta manera la 
degradación de los compuestos y la transformación de todos los isómeros cis- a 
trans- (77). 
 
2.2.2.1. Extracción con dióxido de carbono supercrítico 
 
Los subproductos obtenidos del procesamiento de tomate, tales como semillas y 
cascaras, han sido sometidos a extracción con SC-CO2 para obtener licopeno y β-
caroteno. Los resultados indican que el porcentaje de licopeno extraído se 
incrementa con el aumento de la temperatura y presión, hasta un máximo de 
recuperación de 38,8% logrado a 86 °C, 34,47 MPa con un flujo de SC-CO2 de 2,5 
ml/min durante 20 min; por encima de estas condiciones de temperatura y presión 
la cantidad de licopeno decrece. No obstante, empleando las mismas condiciones 
de trabajo, la cantidad de licopeno extraído aumenta hasta que se usan en el 
proceso de extracción 500 ml de SC-CO2; mientras que la mayor cantidad de β -
caroteno extraído se logra en los primeros 200 a 300 ml de SC-CO2. Estas 
condiciones resultan en la extracción del 61% de licopeno (78). Cuando la presión 
es inferior a 20 MPa la recuperación del trans-licopeno llega hasta 30%. Cuando la 
temperatura aumenta desde 40 °C hasta 60 °C el porcentaje de recuperación del 
licopeno aumenta, pero por encima de 80 °C la recuperación disminuye 
notoriamente. No obstante, cuando se realiza la extracción a 30 MPa y 60 °C se 
obtiene un porcentaje de recuperación de 93% licopeno (79). También se ha 
logrado obtener una recuperación del 80% de licopeno y 88% de β-caroteno con 
45 g de cascaras de tomate (130 g CO2/g tomate) a 30 MPa, flujo de SC-CO2 
0,792 kg/h, 80 °C y un tamaño de partícula de 0,345 mm (80). Sin embargo, para 
semillas y cascaras de tomates secas se han encontrado signos de degradación 
térmica del licopeno por encima de 80 °C y de 25 MPa; por lo tanto, las 
condiciones más favorables para obtener la mayor solubilidad de licopeno son a 
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60 y 70 °C en un rango de 25 a 40 MPa, 1,5 ml/min y 90 min (81). En cascaras 
secas de tomate el incremento de la velocidad de flujo durante la extracción, en un 
rango de 1,0 a 2,0 ml/min, no afecta significativamente el porcentaje de licopeno 
(82). 
La extracción de todo el trans-licopeno del tomate se ha efectuado empleando 
SC-CO2, sin modificador, con un flujo de 4 ml/min 40 °C. Empleando esta 
temperatura se minimiza el riesgo de degradación por isomerización y oxidación 
de los ingredientes activos, tales como el licopeno. En un rango de presión de 7,7 
a 28 MPa el efecto sobre el rendimiento de extracción de licopeno causado por un 
aumento de la temperatura por encima de 40 °C puede ser negativo o no 
significativo, debido al balance entre la densidad de CO2 y los cambios en la 
presión de vapor del soluto. El extracto obtenido a 40 °C, 28 MPa contiene 88% de 
todo el trans-licopeno y 12% de cis-licopeno (77). Sin embargo, en la extracción de 
licopeno a partir de piel de tomate seca se puede observar que incrementando la 
presión de operación desde 20 a 40 MPa a intervalos de 10 MPa el porcentaje de 
recuperación de licopeno aumenta gradualmente. Caso contrario se observa 
cuando se mantiene la temperatura constante en 70 °C, donde el porcentaje no 
aumenta en un rango de presión de 40 a 50 MPa. Los resultados de este estudio 
indican que las condiciones de operación son puntos cruciales en la extracción de 
licopeno con SC-CO2; donde se recupero el 94% de licopeno a 40 MPa, 100 °C, 
un flujo de SC-CO2 de 2,5 ml/min y 330 min de extracción (83). 
Los efectos de la temperatura y presión, en la SFE de licopeno en subproductos 
de tomate,  sobre el porcentaje de licopeno han sido examinados empleando un 
diseño factorial 32. Se logro evaluar tres niveles de temperatura: 40, 60 y 80 °C; 
mientras que los de presión fueron: 30, 38 y 46 MPa. Se pudo observar que la 
temperatura tiene un efecto significativo sobre el porcentaje de licopeno bajo todas 
las condiciones, mientras que los efectos significativos de la presión se dan a altas 
temperaturas de extracción. El porcentaje de licopeno más alto 90,1% fue 
obtenido por SFE a 46 MPa y 80 °C. En el extracto de hexano obtenido por 
Sohxlet, el porcentaje de licopeno fue de 87,6% (84). Variando las condiciones de 
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presión y temperatura durante la extracción es posible cambiar la selectividad del 
SC-CO2 hacia diferentes carotenoides.  
El licopeno es el carotenoide más abundante en los frutos de pitanga (Eugenia 
uniflora L.). En los extractos de SC-CO2 de la pitanga (25 MPa, 60 °C, tamaño de 
partícula: 0,376 mm), se obtuvo un porcentaje de recuperación de 78% de 
licopeno (85). 
La extracción de carotenoides empleando fluidos supercríticos se ha hecho a 
partir de otras matrices. La optimización de los parámetros de extracción de 
carotenoides a partir de la fruta de rosa mosqueta se ha hecho con un diseño 
factorial 32, donde se ha evaluado la presión (15 a 45 MPa), temperatura (40 a 80 
°C) y flujo de SC-CO2 (2 a 4 ml/min). Las condiciones óptimas para la extracción 
de licopeno fueron 80 °C, 45 MPa, 3 ml/min; y para β-caroteno y luteína a 60 °C, 
45 MPa y 3 ml/min (86). 
 
2.2.2.2. Extracción con dióxido de carbono supercrítico y etanol como 
cosolvente 
 
Las técnicas de extracción de carotenoides empleando disolventes líquidos y FS 
(principalmente SC-CO2) han sido comparadas. Una combinación de modos de 
extracción dinámica y estática con etanol como agente modificante a 34 MPa y 40 
°C fue necesaria para obtener una recuperación óptima empleando la SFE. Los 
resultados demuestran que la SFE obtuvo 23% más de recuperación respecto a la 
extracción con disolventes (87). Otros estudios revelan que las condiciones 
óptimas para la SFE de α-caroteno y β-caroteno de zanahoria son 50 °C, 30 MPa 
y 10% de etanol como cosolvente. La SFE resulta en un 10% menos de α -
caroteno y 15% más de β -caroteno, a las condiciones óptimas de extracción, 
respecto a la extracción tradicional con disolventes (88).  
La extracción de licopeno y β-caroteno empleando SC-CO2 a partir de sobrantes 
de pasta de tomate ha sido evaluada. Los contenidos iníciales de licopeno y β -
caroteno en pasta de tomate seca fueron de 309,6 µg/g y 29,6 µ/g, 
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respectivamente. Sin moler la muestra se logró extraer 5 µg/g de licopeno y 2,5 
µg/g de β -caroteno. Cuando se emplea un tamaño de partícula de 3 mm la 
eficiencia en la extracción aumentó 5 veces para el licopeno y 4 veces para el β-
caroteno. Esto indica que un incremento en el área superficial mejora 
considerablemente la eficiencia de extracción de carotenoides. La temperatura fue 
evaluada en un rango de 35 a 65 °C; a 65 °C se obtuvo el mayor porcentaje de 
recuperación, sin embargo a está temperatura el licopeno y β-caroteno se pueden 
degradar fácilmente. La presión se evaluó en un rango de  20 a 30 MPa; en este 
rango no se apreció ninguna diferencia significativa entre los rendimientos de los 
carotenoides durante la extracción. El tiempo de extracción se estudio para 1, 2 y 
3 h, donde se obtuvo el mayor rendimiento después de 2 h; es posible que 
después de 3 h se incremente la degradación ocurrida durante la extracción. El 
flujo de SC-CO2 óptimo durante la extracción fue de 4 kg/h para el licopeno y el β-
caroteno. El etanol se evaluó como modificador en proporciones de 5, 10 y 15%; 
con una proporción del 5% a 55 °C se obtuvieron los mejores porcentajes de 
extracción. El porcentaje máximo de licopeno obtenido fue de 53,93% a un flujo de 
4 kg/h, 30 MPa, 2 h, 55 °C y 5% etanol (89). En otras matrices, tales como las 
microalgas (Haematococcus pluvialis), se ha logrado obtener una recuperación de 
carotenoides del 92% empleando SC-CO2 a 30 MPa, 60 °C y 10% de etanol como 
cosolvente (90). 
La optimización de los principales parámetros de operación (presión, 
temperatura y tiempo) para la extracción con SC-CO2 y etanol como cosolvente 
(SC-CO2-EtOH‡‡) ha sido evaluada para extraer licopeno a partir de la pulpa de 
tomate, empleando la metodología de superficie de respuesta. Los resultados 
mostraron que los efectos individuales de presión y temperatura, y los efectos de 
la interacción entre la presión, temperatura y tiempo son significativos durante la 
extracción de licopeno. Basados en los resultados experimentales y el modelo 
propuesto, las condiciones óptimas para obtener el mayor porcentaje de 
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
‡‡	  De sus siglas en inglés Supercritical Carbon Dioxide and Ethanol (SC-CO2-EtOH).	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recuperación de licopeno (93%) son 57 °C, 40 MPa y 1,8 h, con un porcentaje de 
etanol del 16% y un flujo de CO2 de 0,7 l/min (91). A partir de la metodología de 
superficie de respuesta usando un modelo de diseño central compuesto se 
optimizaron los parámetros de extracción de licopeno a partir de la cascara de 
tomate seca. Este diseño consiste en 3 factores con 2 niveles. Los factores 
usados fueron la temperatura (40 y 70 °C), la presión de extracción (25 y 45 MPa) 
y la concentración de etanol como cosolvente (5 y 15%). Las variables 
independientes significativas fueron la presión y temperatura; mientras que el 
porcentaje de cosolvente resulto ser no significativo del modelo y no mostró un 
efecto directo sobre el porcentaje de licopeno, aunque se observó un efecto 
sinergista con la temperatura sobre todo el porcentaje de licopeno durante la 
extracción. Según el modelo las condiciones óptimas de extracción son 62 °C, 45 
MPa y 15% de etanol, donde se obtuvo un 33% de recuperación de licopeno (92). 
 
2.2.2.3. Extracción con dióxido de carbono supercrítico y diferentes 
cosolventes 
 
Otros modificadores han sido empleados durante la SFE de α -caroteno y β -
caroteno de zanahoria, tal es el caso del cloroformo. Empleando unas condiciones 
de extracción de 40 °C, 60,6 MPa y 5% de cloroformo como modificador, se ha 
logrado extraer el 92,70% del total de carotenoides presente en zanahorias secas 
comparado con el 100% obtenido por la extracción con disolventes usando 
cloroformo (93). 
El estudio de la influencia de los parámetros más relevantes en la SFE de 
licopeno y β -caroteno de la pulpa y piel de tomates maduros, ha dado como 
resultado que a una temperatura de 40 °C y 28 MPa el fluido no es capaz de 
extraer licopeno excepto en pequeñas trazas; por lo tanto, se hace necesario la 
adición de cloroformo como agente modificador para obtener un extracto que 
contiene 87% de licopeno y 13% de β-caroteno (94). Otro estudio demuestra que 
empleando polvo de cascara de tomate con un flujo de SC-CO2 de 1,5 ml/min, 110 
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°C, 40 MPa y etanol como cosolvente, se obtiene un 90% de recuperación de 
licopeno después de 80 min de extracción; mientras que empleando acetona como 
cosolvente se logra el 100% de recuperación tan solo con 15 min de extracción 
(95). 
 
2.2.3. Pigmentos presentes en la pulpa de guayaba 
 
Los pigmentos mayoritarios de tipo carotenoide que han sido identificados en 
pulpa de guayaba de Brasil variedad IAC-4 son el licopeno (62 µ g/g) y β -
caroteno (3,7 µ g/g). Los mismos carotenoides predominaron en guayabas 
recolectadas en el sureste y noreste de Brasil (96). Otros estudios reportan 
cantidades de 53,4 µg/g de licopeno y 11,9 µg/g de β-caroteno para guayabas 
recolectadas en el estado de Pernambuco en Brasil (97). Sin embargo, esta 
diferencia es atribuida a que las metodologías empleadas para cada uno de los 
estudios fueron diferentes. 
Otros países del mundo que son productores y consumidores de guayaba 
reportan cantidades muy diferentes en el contenido de carotenoides. Guayabas 
cultivadas en Indonesia presentaron un contenido de licopeno de 11,50 µg/g y 
9,84 µ g/g de β -caroteno (98). No obstante, en guayabas de Camerún se 
encontró 0,18 µ g/g de β -caroteno y 0,88 µg/g de licopeno (99). Estas 
diferencias significativas se deben principalmente a las características del 
suelo. 
La presencia de este tipo de carotenoides ha sido confirmado mediante 
análisis de resonancia magnética nuclear 13C, identificando plenamente un total 
de 16 carotenoides presentes en la pulpa de guayaba roja de Brasil de los 
cuales 13 fueron reportados por primera vez (7).  
Las propiedades medicinales de la guayaba se encuentran atribuidas al gran 
contenido de carotenoides presentes en la fruta principalmente el licopeno, 
carotenoide mayoritario presente en la pulpa de guayaba (100). El licopeno es 
considerado el carotenoide que tiene la mayor capacidad de capturar el oxigeno 
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singlete (101).  
Los radicales libres actúan constantemente sobre el organismo, produciendo 
daño celular y cáncer. El licopeno protege las moléculas lipídicas, lipoproteínas 
de baja densidad, proteínas y DNA contra el ataque de radicales libres. Debido 
a su gran capacidad antioxidante se recomienda consumir alimentos ricos en 
licopeno como el tomate, los productos del tomate, papaya, melón, pitanga y 
guayaba; los cuales proporcionan aproximadamente 35 mg de licopeno/día 
(101). Otras fuentes ricas en licopeno son el maracuyá que podría reemplazar 
la ingesta de tomate para aquellas personas que no pueden consumir tomate y 
sus productos (102). 
El estrés oxidativo causado por especies reactivas de oxigeno puede resultar 
en un daño a nivel molecular de carbohidratos, proteínas, lípidos y DNA, los 
cuales se ven involucrados en el desarrollo de carcinogénesis y daños 
cardiovasculares producidos por el envejecimiento. El licopeno puede prevenir 
el estrés oxidativo, ya que es capaz de actuar como un agente protector contra 
los radicales libres y el estrés oxidativo (103). 
La extracción, almacenamiento, manipulación y análisis de los carotenoides 
se debe hacer bajo condiciones controladas para minimizar la pérdida de los 
mismos por reacciones de oxidación o isomerización (8). Este tipo de 
compuestos son muy sensibles a la degradación por efecto de la luz y la 
temperatura, ya que al tener gran cantidad de dobles enlaces conjugados se 
pueden degradar fácilmente. Incrementando la temperatura aumenta 
significativamente la degradación, debido a que la reacción de oxidación sin 
isomerización ocurre en el rango de 25 a 50 °C y con isomerización a 
temperaturas en el rango de 75 a 150 °C (104). 
El efecto de la luz también ha sido estudiado a solo 25 °C empleando 
estándares de licopeno y temperaturas en el rango de 25 a 150 °C en la 
oscuridad. A 50 °C, la reacción de isomerización domina las primeras nueve 
horas y la degradación es favorecida posteriormente. Con una temperatura de 
100 y 150 °C, la reacción de degradación sucede más rápidamente que la 
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isomerización, mientras que bajo iluminación solo predomina la reacción de 
isomerización (105). 
La degradación del licopeno y β-caroteno se ha estudiado en guayaba fresca 
y liofilizada, durante el almacenamiento a temperatura ambiente, en ausencia o 
presencia de luz. En la guayaba fresca se pierde el 94% de licopeno después 
de 10 días de almacenamiento en presencia de luz. En la oscuridad se pierde 
tan solo el 45% del contenido total de licopeno. Para la guayaba liofilizada 
después de 20 días de almacenamiento, el doble del tiempo inicial, se pierde el 
65% de licopeno y 63% de β -caroteno bajo oscuridad, mientras que bajo 
iluminación se pierde el 77% de licopeno y 72% de β-caroteno. La matriz tiene 
un efecto protector fuerte sobre los carotenoides especialmente sobre el 
licopeno (106). 
Como se puede apreciar la guayaba es una fruta con grandes potenciales 
medicinales y nutritivas. El consumo de licopeno reduce el riesgo de cáncer, 
mientras que el β -caroteno es un precursor del retinol y ácido retinoico los 
cuales tienen un importante papel en la salud humana como precursor de la 
vitamina A y como regulador de la señal celular, respectivamente. Debido a los 
beneficios de estos compuestos se hace necesario establecer metodologías de 
extracción que permitan obtener el mayor rendimiento y por lo tanto la mínima 
degradación de ellos debido al incremento en la iluminación y temperatura. 
Con el anterior panorama el grupo de Estudio de Cambios Químicos y 
Bioquímicos de Alimentos Frescos y Procesados de la Universidad Nacional de 
Colombia, mediante el presente trabajo, pretende desodorizar y despigmentar 
pulpa de guayaba para obtener pectinas sin sabor ni olor. 
Teniendo en cuenta los objetivos propuestos, el panorama anterior permitió 
ejecutar la siguiente metodología. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
La pulpa de guayaba (Psidium guajava L. var. Palmira ICA-1) fue sometida a 
desodorización y despigmentación, empleando SFE, con el propósito de 
obtener un producto aprovechable en diferentes procesos propios de la 
industria de alimentos. 
 
3.1. Ensayos preliminares 
 
Para realizar la optimización por SFE se empleó una muestra de guayaba (P. 
guajava) recolectada en el municipio de Barbosa-Santander. La muestra fue 
transportada al laboratorio y refrigerada para su posterior análisis. Se tomó la 
fruta fresca en estado óptimo de madurez y libre de daños fitosanitarios, se lavó 
y se separaron las semillas. Se midió el tono de la pulpa en un colorímetro 
Konica Minolta CR-400, tomando valores de h0 en un rango de 40,4 a 42,2 
(107).  
En los ensayos preliminares la pulpa fue sometida a tres tratamientos de 
extracción, con SC-CO2 y SC-CO2-EtOH, tal como se describe a continuación. 
 
3.2. Extracción con fluidos supercríticos 
 
Se realizó en un equipo a escala de laboratorio como se muestra en la Fig. 1. 
En el extractor (capacidad 21,90 mL) se introdujo 7,00 g de pulpa. El CO2 fue 
suministrado desde un cilindro de gas con un sistema de sifón y dirigido a una 
bomba para ser comprimido y alcanzar la presión deseada. La temperatura del 
extractor fue suministrada por una resistencia controlada por un termopar.  
La extracción se realizó en uno o dos pasos de extracción, en modalidad 
estática, cada paso de 12 baches de 5 min c/u (12x5). El tratamiento uno se 
realizó en un solo paso de extracción (12x5) empleando SC-CO2 (11,72 MPa y 
50 °C); el tratamiento dos (SC-CO2/SC-CO2-EtOH) se llevó a cabo en dos 
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pasos de extracción (2x12x5), con SC-CO2 (11,72 MPa y 50 °C) y luego con 
SC-CO2-EtOH (11,72 MPa y 90 °C), relación muestra-EtOH 7:20 (p/v); el tercer 
tratamiento, realizado en un solo paso (12x5), se llevo a cabo con SC-CO2 y 
EtOH (13,79 MPa y 50 °C), relación muestra-EtOH 7:20 (p/v), éste se denominó 
SC-CO2-EtOH. 
 
	  
Fig. 1. Equipo empleado durante la extracción. 
1. Cilindro, 2. Bomba, 3. Reservorio del cosolvente, 4. Resistencia, 5. Extractor, 6. Separador,  
7. Termopar, 8. Sálida del CO2, 9. Sálida del extracto. V1- V6 válvulas, M1-M3 manometros. 
 
La presión y la temperatura de extracción fueron optimizadas mediante un 
diseño de superficie de respuesta. 
Con el primer tratamiento se obtuvo pulpa tratada y un extracto de volátiles, con 
los tratamientos dos y tres se obtuvo la pulpa desodorizada y extractos etanólicos 
pigmentados. En cada caso, la pulpa obtenida fue sometida a un análisis por 
SPME, con el propósito de verificar la presencia, disminución o ausencia de 
compuestos volátiles. Por otra parte, el extracto etanólico se sometió a LC-DAD. 
 
Análisis estadístico: Diseño de superficie de respuesta 
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Se optimizaron la presión (10,34 a 17,23 MPa) y temperatura de extracción 
(30 a 70 °C) a partir de un modelo de superficie de respuesta. En cada caso se 
definió un modelo cuadrático con tres niveles para cada una de las variables 
(modelo 32) .Se utilizó como variable respuesta el inverso del área total de los 
picos cromatográficos de la pulpa desodorizada por SC-CO2-EtOH. Para el 
tratamiento de los datos se empleó el paquete estadístico SAS ver. 9.00 (SAS 
Institute Inc., Cary, NC, USA 2002). El seguimiento de la desodorización de la 
pulpa de guayaba se hizo mediante los valores óptimos para la SPME como se 
describe a continuación.  
 
3.3. Microextracción en fase sólida 
 
La pulpa sometida a los procesos de extracción fue evaluada por 
microextracción en fase sólida combinada con cromatografía de gases 
espectrometría de masas (SPME-GC/MS§§). 
El tipo de fibra óptimo para el análisis de volátiles se efectuó con una  regresión 
logística. Los demás parámetros óptimos de extracción fueron evaluados a partir 
de diseños tales como factorial, Simplex y Box-Behnken. Para la optimización se 
empleó pulpa de guayaba fresca.  
 
Análisis por cromatografía de gases 
 
Se empleó un cromatografo de gases HP 6890 Serie II con una columna capilar 
HP5-MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 µm) y un detector de ionización de llama. El gas 
de arrastre fue helio con un flujo de 1,0 mL/min. El inyector y detector se 
mantuvieron a 220 °C. El programa de temperatura fue de 4 min a 50 °C, rampa 
hasta 250 °C con velocidad de 4 °C/min e isotérmico final por 10 min. La inyección 
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
§§	  De sus siglas en inglés Soid Phase Microextraction combined with Gas Chromatography Mass 
Spectrometry (SPME-GC/MS).	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se hizo en modo splitless con un tiempo de 4 min. Los índices de retención fueron 
calculados de acuerdo a una mezcla de n-alcanos de C8 a C25 (108). 
 
Análisis cromatográfico de los volátiles por SPME 
 
El análisis por cromatografía de gases-espectrometría de masas se realizó en 
un equipo (Hewlett-Packard 6890) acoplado a un detector selectivo de masas HP 
5973 (Palo Alto, California, USA). Los espectros de masas se tomaron en modo de 
impacto electrónico a 70 eV en un rango m/z de 35 a 400 uma. La temperatura del 
detector se mantuvo a 230 °C. La identificación de los compuestos se realizó por 
comparación de los espectros de masas con los de sustancias patrones y con 
librerías (NIST 05, Wiley y Adams 98) y mediante comparación de los índices de 
Kovats. 
 
Análisis estadístico: Regresión logística 
 
Para comparar el poder de retención de cuatro fibras (PDMS, CAR/PDMS, 
PDMS/DVB y DVB/CAR/PDMS) se evaluó como variable respuesta el área bajo la 
curva y el contenido de benzoato de metilo y la 4-metoxi-2,5-dimetill-3(2H)-
furanona, compuestos de impacto de la guayaba. Para el análisis estadístico se 
utilizó el paquete estadístico SAS ver. 9.00. 
Para cada extracción se pesaron 50 g de fruta fresca y 100 ml de una solución 
acuosa (agua Milli-Q) al 20 % (p/v) de NaCl (J.T. Baker, México); se homogenizó 
con un procesador Braun MR 400 durante 10 min. El jugo obtenido se filtro y luego 
se centrifugó a 2500 rpm durante 15 min a 15 °C. Un volumen de 8,00 mL del 
sobrenadante se introdujo en un vial de 15,0 mL con tapa rosca y membrana de 
silicona (protegida con capa de teflón). Cada muestra fue mantenida con agitación a 
360 rpm y 25 °C durante 15 min para alcanzar el estado de equilibrio. Luego la fibra 
fue expuesta al espacio de cabeza durante 15 min. La desorción de los analitos fue 
de 4 min directamente sobre el puerto de inyección según el tipo de fibra: 
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CAR/PDMS a 300 °C; PDMS y PDMS/DVB a 250 °C; DVB/CAR/PDMS a 270 °C. 
 
 
Análisis estadístico: Diseño factorial fraccionado 
 
Una vez definida la fibra que ofrece la mayor retención, con el propósito de 
definir las variables más significativas en el proceso de SPME, se empleó este 
diseño a partir de diez variables de estudio. Las variables, en su orden de 
importancia, fueron: 1) cantidad de muestra de pulpa fresca en agua (% p/v); 2) 
volumen de muestra; 3) temperatura de extracción; 4) tiempo de extracción; 5) 
porcentaje de NaCl (%p/v); 6) tiempo de saturación del espacio de cabeza (HS***); 
7) velocidad de agitación; 8) temperatura de desorción; 9) tiempo de desorción y 
10) altura de la fibra en el puerto de inyección del cromatografo. Se seleccionó un 
diseño factorial fraccionado 2III10-6 para el estudio preliminar de las variables que 
afectan significativamente la extracción. La variable respuesta fue asumida como 
el área total de los picos comatograficos para cada una de las corridas 
cromatograficas. Se utilizó el paquete estadístico SAS ver. 9.00.  
 
Modelo matemático: Simplex 
 
A partir de un modelo simplex se realizó la optimización de las variables 
significativas obtenidas con el diseño factorial fraccionado. La respuesta fue 
asumida como el área bajo la curva de: 1) acetaldehído; 2) (Z)-3-hexenal; 3) 
hexanal; 4) butanoato de etilo 5) 4-metoxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona; 6) benzoato 
de metilo; 7) benzoato de etilo; 8) acetato de 3-sulfanilhexilo y 9) acetato de 
cinamilo. La SPME para los experimentos se realizó con la fibra de 
DVB/CAR/PDMS. 
 
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
***	  De sus siglas en inglés Head Space (HS).	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Análisis estadístico: Modelo Box-Behnken 
 
La optimización de las variables más importantes durante la SPME fueron 
objeto de estudio mediante un modelo Box-Behnken. La temperatura y tiempo de 
extracción, y el porcentaje de guayaba fueron optimizados con el empleó de una 
fibra de DVB/CAR/PDMS.  
Para cada extracción se pesó la guayaba fresca y se homogenizó durante 10 
min junto con una solución acuosa de NaCl al 23,07%. El extracto se centrifugó a 
2500 rpm a 15 °C durante 15 min. Un volumen de 6,84 mL del sobrenadante se 
introdujo en un vial de 15,0 mL con tapa rosca y membrana de silicona (protegida 
con capa de teflón). Cada muestra fue mantenida con agitación a 402 rpm a una 
temperatura de extracción según el programa de experimentos. Luego el HS fue 
saturado durante 23,07 min. Transcurrido esto, la fibra fue expuesta al HS por un 
periodo de tiempo de acuerdo al programa de experimentos. La desorción de los 
analitos fue de 6,15 min directamente sobre el puerto de inyección a 248 °C y una 
altura de la fibra de 3,56 cm. La variable respuesta fue igual a la empleada en el 
modelo por simplex. Se utilizó el paquete estadístico SAS ver. 9.00 (SAS Institute 
Inc., Cary, NC, USA 2002). 
 
3.4. Desodorización y despigmentación de pulpa de guayaba 
 
Una vez definidos los parámetros óptimos de extracción y los parámetros de 
análisis por SPME, fue necesario verificar la presencia, disminución o ausencia 
de compuestos volátiles en la pulpa de  guayaba, y la presencia de pigmentos 
en el extracto obtenido.  La pulpa de guayaba sometida al tratamiento con SC-
CO2-EtOH dio como resultado la pulpa desodorizada y un extracto etanólico 
coloreado. La pulpa de guayaba fue sometida a SPME y el extracto etanólico a 
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cromatografía liquida acoplada a un detector de arreglo de diodos (LC-DAD†††). 
Para obtener los parámetros óptimos para desodorizar y despigmentar la 
pulpa de guayaba por SFE se efectuó un modelo Box-Behnken. Se estudiaron 
las variables más importantes durante la SFE: 1) cantidad de etanol; 2) número 
de baches y 3) tiempo por cada bache. Se asumieron dos variables como 
respuesta; la primera corresponde al inverso del área para el (Z)-3-hexenal 
analizada por SPME-GC/MS; la segunda es el área del pico cromatografico 
para el compuesto A obtenido por LC-DAD.  
 
Análisis de pulpa desodorizada 
 
Para cada extracción se pesaron 5,00 g de pulpa desodorizada, 4,00 mL de agua 
Milli-Q y 7 mL de una solución acuosa (agua Milli-Q) al 20 % (p/v) de NaCl (J.T. 
Baker, México); y se homogenizó con un procesador Braun MR 400 durante 10 min. 
El jugo obtenido se filtró y luego se centrifugó a 2500 rpm durante 15 min a 15 °C. 
Un volumen de 6,90 mL del sobrenadante se introdujo en un vial de 15,0 mL con 
tapa rosca y membrana de silicona (protegida con capa de teflón). Cada muestra 
fue mantenida con agitación a 402 rpm y 33,6 °C durante 27 min y 14 s para 
alcanzar el estado de equilibrio. Luego la fibra de DVB/CAR/PDMS fue expuesta al 
espacio de cabeza durante 27 min y 46 s. La desorción de los analitos fue de 6,29 
min sobre el puerto de inyección a 248 °C y una altura de la fibra de 3,56 cm. 
 
Análisis de extractos etanólicos 
 
Previo al análisis por LC-DAD, los extractos etanólicos fueron filtrados a través 
de una membrana de 0,45 µm. Se usó un cromatografo líquido (Alliance Waters 
2690), columna Betasil C18 (250 x 4,6 mm d.i., 5 µm, Thermo Scientific) y un 
detector DAD (Waters 996), detección de 200-600 nm. Para el gradiente de 
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
†††	  De sus siglas en inglés Liquid Chromatography Diode Array Detector (LC-DAD).	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elución se empleó una solución A (50 mM de fosfato de sodio, pH 3,3, 90%-
metanol 10%) y la solución B (metanol 70%-agua 30%) con un flujo de 1,0 mL/min; 
los gradientes fueron: durante 1 min. 100% A, luego mediante un gradiente lineal 
durante 4 min hasta alcanzar 60% A-40% B, posteriormente mediante gradiente 
lineal por 10 min hasta 30% A-70% B, luego por 10 min hasta 15% A-85% B, 
finalmente 10 min con 100% B. La inyección de extracto fue de 15 µL.  
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
Para desodorizar y despigmentar pulpa de guayaba, mediante la 
aplicación de un solo método de extracción, fue necesario cumplir con tres 
tareas: i) optimizar las condiciones de SFE como presión y temperatura; ii) 
optimizar la técnica SPME para realizar el análisis de las pulpas 
desodorizadas; iii) optimizar los parámetros más relevantes durante la SFE 
para desodorizar y despigmentar en un solo paso la pulpa de guayaba. 
 
4.1. Ensayos preliminares 
 
Con el primer tratamiento (SC-CO2) para desodorizar y despigmentar, la 
pulpa se desodorizó parcialmente, sin lograr ningún efecto sobre el color de 
ésta. Mediante el segundo tratamiento (SC-CO2/SC-CO2-EtOH), se logró 
desodorizar parcialmente la pulpa, y se obtuvo un extracto etanólico que 
presentó coloración verde-naranja. Con el último tratamiento, SC-CO2-
EtOH, fue posible obtener pulpa libre aroma y un extracto etanólico con 
presencia de color naranja-verde, dicho extracto presentó un color más 
intenso.  
En la siguiente figura se muestra la fruta antes de la extracción (Fig. 2A) 
y la pulpa obtenida en los tratamientos dos y tres. Al respecto, se observa 
que el tercer tratamiento permite obtener una pulpa con un mayor cambio 
aparente en el color, ver Fig. 2C. 
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Fig. 2. Materia prima y producto final. 
A) Guayaba antes de la extracción, B) Pulpa de guayaba obtenida mediante el tratamiento II,  
C) Pulpa de guayaba obtenida en el tratamiento III. 
 
Dado que los tratamientos dos y tres presentaron mejores resultados, la 
pulpa obtenida mediante éstos fue sometida a SPME, los perfiles 
cromatográficos se muestran en la figura 3. En el tratamiento SC-CO2/SC-
CO2-EtOH (Fig. 3B) se observó una disminución considerable del área de 
los picos cromatográficos respecto a la pulpa de guayaba fresca (Fig. 3A). 
Sin embargo, se observan picos después de 25 min, los cuales se cree, se 
deben a la formación de artefactos por la alta temperatura empleada 
durante la extracción con SC-CO2-EtOH; al respecto, se presume que 
puede deberse a la degradación de aminoácidos por la reacción de 
Maillard, formando compuestos de alto peso molecular que pueden ocluir 
volátiles. Por lo tanto la metodología de SC-CO2/SC-CO2-EtOH no fue 
suficiente para la desodorización de la pulpa de guayaba.  
El perfil cromatográfico de los volátiles obtenidos de la pulpa sometida al 
tratamiento SC-CO2-EtOH se muestra en la Fig. 3C. Se puede apreciar una 
disminución considerable del área de los picos cromatográficos, 
desapareciendo las señales más intensas, incluso luego de 25 min. 
Considerando lo anterior, la metodología de extracción empleada para la 
optimización de la presión y temperatura de extracción fue SC-EtOH-CO2. 
	  
A C B 
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Fig. 3. Cromatogramas obtenidos mediante SPME. 
A) Volátiles presentes en pulpa fresca, B) Volátiles presentes en pulpa sometida  
B) al tratamiento II, C) Volátiles presentes en pulpa sometida al tratamiento III. 
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4.2. Extracción con fluidos supercríticos 
 
Para optimizar la presión y temperatura de extracción, se seleccionó un modelo 
factorial 32 (dos factores y tres niveles). Para ello, se realizaron 11 experimentos, 
tomando como variable respuesta el inverso del área total de los picos 
cromatograficos obtenidos por SPME. El programa de los experimentos evaluados 
y la respuesta se presentan en la Tabla 1. 
 
Tabla 1 Programa de experimentos y respuestas para la 
optimización de la Presión (Pex) y Temperatura de extracción (Tex).	  
N° Experimento Pex (MPa) 
Tex 
°C (Área total)
-1 
1 17,23 30 1,83947E-07 
2 13,78 70 4,53078E-07 
3 13,78 50 6,48548E-07 
4 13,78 50 6,41964E-07 
5 13,78 30 3,86332E-07 
6 13,78 50 6,43013E-07 
7 17,23 50 4,22626E-07 
8 10,34 70 2,18515E-07 
9 17,23 70 1,51849E-07 
10 13,78 50 6,45668E-07 
11 10,34 30 6,87231E-08 
 
 
El efecto de la presión y la temperatura se pueden apreciar en la Fig. 4, gráfico 
de contorno. Se observó que la respuesta aumentó con un incremento en la 
temperatura debido al incremento del poder solvatante del FS. Sin embargo por 
encima de 16,00 MPa la respuesta disminuyó debido a que el poder solvatante del 
fluido aumenta favoreciendo la extracción de compuestos polares que generan un 
efecto de disolución sobre los demás compuestos. 
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Fig. 4. Gráfico de contorno para el modelo obtenido por superficie de respuesta. 
 
Los resultados del modelo de superficie de respuesta adecuado por análisis de 
varianza (ANOVA‡‡‡) y los valores de P para cada una de las variables se 
encuentran reportadas en la Tabla 2. El análisis de varianza para el modelo de 
regresión cuadrática demuestra que el modelo es significativo con un nivel de 
significancia del 5%. Las variables independientes presión de extracción (Pex), 
temperatura de extracción (Tex), (Pex)2, (Tex)2 y la interacción presión-temperatura 
de extracción (Pex·Tex) fueron significativas del modelo. La interacción resulta ser 
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
‡‡‡	  De sus siglas en inglés Analysis of Variance (ANOVA).	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significativa durante la SFE debido a que un aumento de la presión a una 
temperatura dada, aumenta la densidad del FS. Por tanto, variando estos factores 
es posible mejorar la solubilidad de solutos y por tanto la eficiencia del proceso 
(39).  
Tabla 2 ANOVA para el modelo de superficie de respuesta. 
Variable suma de cuadrados GL § F P>F 
Modelo 5,49065E-13 5 1594 < 0.0001 
A-Presion (MPa) 1,15166E-15 1 17 0.0046 
B-Temperatura (°C) 5,66969E-15 1 82 < 0.0001 
AB 8,27097E-15 1 120 < 0.0001 
A^2 1,75058E-13 1 2541 < 0.0001 
B^2 1,55654E-13 1 2259 < 0.0001 
Residual 4,82259E-16 7   
§: grados de libertad. 
 
Asumiendo los términos significativos para el modelo de superficie de respuesta, 
se obtuvo la siguiente ecuación descodificada: 
 
Área-1 = -5,45E-06 + 6,22E-07·(Pex) + 7,00E-08·(Tex) - 6,60E-10·( Pex·Tex) 
 - 2,12E-8·(Pex)2 - 5,93E-10·(Tex)2 ec. 1 
 
Con dicha ecuación (ec. 1) se puede concluir: i) con un aumento de 1 MPa el 
inverso del área bajo la curva aumenta 6,22E-07; ii) aumentando 1 °C la 
temperatura de extracción el inverso del área bajo la curva aumenta 7,00E-08; iii) 
la interacción (Pex·Tex) tiene un efecto negativo sobre la respuesta, ya que 
aumentando 1 MPa y 1 °C el inverso del área disminuye en 6,60E-10. 
La interacción (Pex·Tex) es una variable significativa que afecta 
considerablemente la respuesta. Dado que un incremento de temperatura reduce 
la densidad del FS y por tanto el poder solvatante es reducido; a su vez un 
incremento en la presión aumenta la densidad del fluido. 
Asumiendo las respuestas del modelo y considerando las variables 
independientes significativas, se concluyó que las mejores condiciones de 
extracción para desodorizar la pulpa de guayaba fueron 12,08 MPa/33,2 °C. Bajo 
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estas condiciones se realizó el estudio para determinar las condiciones óptimas 
para obtener pulpa desodorizada y despigmentada, empleando SC-CO2-EtOH a 
partir de un diseño Box-Behnken. 
 
4.3. Microextracción en fase sólida 
 
Con el interés de definir las mejores condiciones analíticas en SPME, cuatro 
fibras diferentes fueron evaluadas para la separación de compuestos volátiles 
de pulpa de guayaba (Fig. 5). Con el uso de la fibra de CAR/PDMS se observó 
un ensanchamiento de los picos al igual que muy pocos compuestos separados 
y baja concentración de los mismos. Con las fibras de PDMS/DVB y 
DVB/CAR/PDMS se obtuvieron los mejores resultados. Los cromatogramas 
muestran a lo largo de la corrida una mejor selectividad y resolución respecto a los 
cromatogramas obtenidos con las fibras de CAR/PDMS y PDMS. Por lo tanto, las 
fibras de PDMS/DVB y DVB/CAR/PDMS fueron seleccionadas para el estudio por 
regresión logistica. 
 
4.3.1. Análisis estadístico: Regresión logística 
 
Con este modelo se determinó cual de las dos fibras presentó mejor 
comportamiento frente a los volátiles de guayaba, mediante SPME. Teniendo 
presente que los modelos de regresión logística permiten dos finalidades: (i) 
cuantificar la importancia de la relación existente entre una de las covariables 
(variables explicativas independientes) y la variable dependiente y (ii) clasificar 
individuos dentro de las categorías (presente/ausente) de la variable dependiente, 
probabilidad que tenga de pertenecer a una de ellas dada la presencia de 
determinadas covariables (109). 
En la Tabla 3 se muestran los resultados obtenidos experimentalmente. La 
variable respuesta o dependiente se asumió como el tipo de fibra PDMS/DVB o 
DVB/CAR/PDMS. Se estudiaron dos variables cuantitativas independientes y se 
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asumieron como el área bajo la curva de benzoato de metilo (BM) y la 4-metoxi-
2,5-dimetill-3(2H)-furanona (MDF), compuestos activos en el aroma de la guayaba 
asociados con notas olfativas floral y caramelo (6, 110), respectivamente. 
Se seleccionó el BM ya que es uno de los compuestos activos del aroma de 
guayaba presente en muy baja concentración. La MDF fue objeto de estudio 
debido a que está asociada con nota a caramelo, los compuestos asociados con 
este tipo de nota se deben reducir considerablemente durante la extracción de 
frutas que contengan un alto contenido de azucares, tal como la guayaba. El alto 
contenido de azúcar puede favorecer la formación térmica de artefactos, 
asociados con este tipo de nota, debido a la reacción de Maillard.  
El criterio de información de Akaike (AIC) dio un valor de 85,18; el cual se 
encuentra entre –200<AIC<200, lo que indica que es relativamente bajo y da 
indicio del buen ajuste del modelo. 
Tabla 3 Resultados experimentales regresión logística. 
DVB/CAR/PDMS  PDMS/DVB 
BM † 
(área x 105)  
MDF ‡ 
(área x 105)  
BM 
(área x 105)  
MDF 
(área x 105) 
46 35  28 16  1 25  30 19 
45 32  29 15  12 23  21 20 
49 27  24 2  17 25  21 21 
27 34  31 1  25 21  22 16 
49 32  29 4  35 22  29 16 
45 33  24 6  29 20  21 14 
43 38  27 7  1 19  28 13 
41 37  28 9  3 23  30 15 
45 36  29 10  5 26  27 18 
37 24  14 2  8 27  26 16 
47 28  13 3  9 22  22 17 
48 34  13 3  23 21  15 14 
49 45  18 5  21 25  15 18 
50 46  19 9  23 24  19 16 
26 49  4 2  24 22  19 15 
†: Benzoato de metilo; ‡: 4-metoxi-2,5-dimetill-3(2H)-furanona 
	  	  
Fig. 5. Cromatogramas característicos de la pulpa de guayaba obtenidos con las fibras  
PDMS, CAR/PDMS, PDMS/DVB y DVB/CAR/PDMS.
Se realizó una prueba estadística de Wald, que permite determinar si el modelo 
propuesto es o no probabilístico. La prueba dio como resultado, un valor P>χ2 de 
0,0035 con un nivel se significancia del 5 %. Por lo tanto se rechaza la H0 (H0: No 
hay regresión probabilística) y se concluye que hay una regresión probabilística y 
al menos un coeficiente del modelo tiene una regresión probabilística con la 
variable dependiente. 
En la Tabla 4 se muestran los valores de estimador χ2 de Wald (estimador del 
punto) y las probabilidades para los coeficientes del modelo. Para todos los 
parámetros evaluados se obtuvieron valores de P<0,05 (Tabla 4); por consiguiente 
se rechaza H0 (H0: No son diferentes de cero) y se concluye que los parámetros, 
área bajo la curva de BM y MDF, son estadísticamente diferentes de cero y 
contribuyen de manera significativa en el modelo. 
Tabla 4 Estimador, estadísticos y probabilidades para la regresión logística. 
Parámetro Estimador Estimador  del punto χ
2 Wald P>χ2 
Intercepto –10,6721 ––––– 7,3843 0,0066 
MDF ‡ –0,2546 0,775 6,7365 0,0094 
BM † 0,5120 1,669 10,1413 0,0014 
†: Benzoato de metilo;  ‡: 4-metoxi-2,5-dimetill-3(2H)-furanona. 
 
 La probabilidad modelada es la fibra de DVB/CAR/PDMS; por lo tanto, el área 
bajo la curva de BM y la MDF está determinada por la fibra de DVB/CAR/PDMS y 
es la que aumentara la probabilidad de obtener áreas bajo la curva mucho más 
grandes. 
A partir del signo del estimador (Tabla 4) se puede concluir que la probabilidad 
de riesgo de obtener mayor recuperación con la fibra de DVB/CAR/PDMS tiene 
una relación directa con el área bajo la curva de BM, debido a su baja 
concentración en la guayaba (2,6 µg/kg) y su alto umbral de olor (73 µg/kg agua) 
(110). No obstante, el área bajo la curva de la MDF tiene una relación inversa con 
la probabilidad de riesgo de obtener mayor recuperación con la fibra de 
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DVB/CAR/PDMS. Está relación inversa puede favorecer el proceso de extracción, 
ya que por la reacción de Maillard se pueden formar compuestos asociados con 
nota olfativa a caramelo que pueden contribuir al efecto matriz en función de la MDF. 
Los estimadores de cociente de disparidad se encuentran reportados en la 
Tabla 4 (estimador de punto).  A partir de estos valores se puede concluir que la 
probabilidad de obtener mayor recuperación con la fibra DVB/CAR/PDMS es 1,669 
mayor al aumentar en 1 unidad el área bajo la curva de BM. De otro lado, la 
probabilidad de obtener una recuperación con la fibra de DVB/CAR/PDMS es 
0,775 menor al aumentar en 1 unidad el área bajo la curva de la MDF.  
De acuerdo al estudio estadístico por regresión logística se logró determinar que 
la fibra de DVB/CAR/PDMS es la óptima para realizar el seguimiento de los 
volátiles de la pulpa desodorizada. Sin embargo, se debe determinar los 
parámetros que contribuyen significativamente durante la SPME mediante un 
diseño factorial fraccionado. 
 
4.3.2. Análisis estadístico: Diseño factorial fraccionado 
 
Si en un diseño factorial 2k los factores (K) se incrementan considerablemente, 
el número de corridas para estudiar el efecto de las variables se rebasa con 
rapidez, incrementado considerablemente los costos y el tiempo para el estudio de 
las variables. Por ejemplo, para el estudio de las 10 variables para la SPME, Tabla 
5,  se necesitaría un diseño 210 que requiere de 1024 experimentos, de los cuales 
solo 10 corresponden a los efectos principales, 710 interacciones de dos variables 
y 304 grados de libertad restantes se asocian con las interacciones de tres ó más 
factores. Un diseño factorial fraccionado nos permite el estudio de las variables 
independientes suponiendo que las interacciones de orden superior son 
insignificantes. 
Se seleccionó un diseño factorial 2III10-6 que corresponde a un modelo con dos 
niveles, resolución III y 10 variables. Esté diseño nos permite determinar cuáles 
variables independientes son significativas y además establecer las interacciones  
Tabla 5 Programa de experimentos y respuestas para el diseño factorial fraccionado SPME. 
N° 
Exp. 
Cguava § 
(%p/v) 
Vmuestra ‡ 
(mL) 
Tex † 
(°C) 
tex ₤ 
(min) 
NaCl 
(%p/v) 
tsat.-HS §§ 
(min) 
Agitación 
(rpm) 
Tdesorc. †† 
(°C) 
tdesorc ‡‡ 
(min) 
hpuerto ₤₤ 
(cm) área total 
1 100 2 25 70 35 35 1,0 260 10,0 2,5 1974351051 
2 20 2 25 10 5 5 1,0 260 10,0 2,5 670190555 
3 20 2 75 10 35 35 6,0 260 1,0 2,5 768912062 
4 20 10 75 70 35 5 1,0 230 1,0 2,5 1485155957 
5 100 10 75 70 35 35 6,0 260 10,0 4,3 2643632498 
6 100 10 25 70 5 5 1,0 260 1,0 4,3 2031924217 
7 20 10 25 10 35 35 1,0 260 1,0 4,3 828029821 
8 100 2 75 10 35 5 1,0 230 10,0 4,3 1449218534 
9 100 2 25 10 5 35 6,0 230 1,0 4,3 1229538594 
10 20 10 25 70 5 35 6,0 230 10,0 2,5 1670341379 
11 60 6 50 40 20 20 3,5 245 5,5 3,4 2034380053 
12 20 2 25 70 35 5 6,0 230 1,0 4,3 1066203306 
13 20 2 75 70 5 35 1,0 230 10,0 4,3 1998089589 
14 60 6 50 40 20 20 3,5 245 5,5 3,4 2038230000 
15 100 10 25 10 35 5 6,0 230 10,0 2,5 1248078337 
16 60 6 50 40 20 20 3,5 245 5,5 3,4 2017380000 
17 20 10 75 10 5 5 6,0 260 10,0 4,3 1739762589 
18 60 6 50 40 20 20 3,5 245 5,5 3,4 2059940000 
19 100 2 75 70 5 5 6,0 260 1,0 2,5 1953006549 
20 100 10 75 10 5 35 1,0 230 1,0 2,5 1916117905 
§: concentración guayaba %p/v; ‡: volumen de muestra; †: temperatura de extracción; ₤: tiempo de extracción; §§: tiempo de saturación del espacio de cabeza; 
††: temperatura de desroción; ‡‡: tiempo de desorción; ₤₤: altura de la fibra en el puerto de inyección. 
entre las variables y el porcentaje de guayaba. Los experimentos y la variable 
respuesta, que se asumió como el área total de los picos cromatograficos, se 
encuentran reportados en la Tabla 5. 
En la Tabla 6 se encuentra el ANOVA para el diseño factorial 2III10-6. Los valores 
de probabilidad (P) fueron evaluados con un nivel de significancia del 5%. Con el 
valor de P obtenido para el modelo factorial fraccionado se rechaza la hipótesis 
nula (H0), y se concluye que existe una relación lineal o cuadrática del modelo 
entre al menos una de las variables independiente con la variable dependiente. 
 
Tabla 6 ANOVA para el diseño factorial. 
Variable suma de cuadrados GL F P<F 
Modelo 4,50275E+18 15 980 < 0,0001 
A- Cguava 1,11259E+18 1 3633 < 0,0001 
B- Vmuestra 3,76239E+17 1 1229 < 0,0001 
C- Tex 6,54173E+17 1 2136 < 0,0001 
D- tex 1,54558E+18 1 5047 < 0,0001 
E-NaCl 1,90399E+17 1 622 0,0001 
F- tsat.-HS 1,19971E+17 1 392 0,0003 
G-agitacion 7,05697E+13 1 0 0,6640 
H- Tdesorc. 1,87051E+16 1 61 0,0044 
J- tdesorc 2,79517E+17 1 913 < 0,0001 
K- hpuerto 1,05665E+17 1 345 0,0003 
AB 1,18061E+13 1 0 0,8569 
AC 4,86757E+15 1 16 0,0282 
AF 3,77673E+16 1 123 0,0016 
AG 1,96777E+16 1 64 0,0041 
AK 3,75125E+16 1 123 0,0016 
 
Con los valores experimentales obtenidos, se obtuvo un modelo de primer orden 
que es usado para expresar la variable dependiente como una función de las 
variables independientes: 
 
Y = β0 + β1·X1 + β2·X2 + β3·X3 + β4·X4 + β5·X5 + β6·X6 + β8·X8 + β9·X9 + β10·X10  
+ β13·X1·X3 + β16·X1·X6 + β17·X1·X7 + β110·X1·X10     ec. 2 
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Para la ec. 2 Y es la variable respuesta asumida como el área total de los picos 
cromatograficos. Los valores βi y βik son los coeficientes de la regresión del 
modelo y los términos Xi representan las variables independientes del modelo. 
Los valores de estadístico de Fischer (F) y los valores de P para las variables 
independientes se muestran en la Tabla 6. Con estos valores de P se busca 
probar la significación de cualquier coeficiente βi y/o βik para la ec. 2. Para todos 
los coeficientes βi y βik de la ec. 2 se obtuvo valores de P<0,05; se concluye que 
son significativamente diferente de cero y que las variables independientes 
cantidad de muestra en agua (% p/v) (X1); volumen de muestra (X2); temperatura 
de extracción (X3); tiempo de extracción (X4); porcentaje de NaCl (%p/v) (X5); 
tiempo de saturación del HS (X6); temperatura de desorción (X8); tiempo de 
desorción (X9) y altura de la fibra en el puerto de inyección del cromatografo (X10); 
al igual que las interacciones entre la cantidad de muestra-temperatura de 
extracción (X1·X3); cantidad de muestra-tiempo de saturación del HS (X1·X6); 
cantidad de muestra-velocidad de agitación (X1·X7) y cantidad de muestra- altura 
de la fibra en el puerto de inyección del cromatografo (X1·X10) contribuyen de 
manera significativa en el modelo. 
La velocidad de agitación no es significativa del modelo propuesto, no obstante, 
la interacción entre la cantidad de guayaba-velocidad de agitación es significativa. 
Esto indica que la cantidad de volátiles absorbidos en la fibra depende de este tipo 
de interacción, lo cual hace necesario no excluir está variable del modelo. Es 
importante estudiar la agitación durante la SPME, ya que una agitación alta 
ocasiona una saturación rápida del HS con compuestos de baja presión de vapor, 
lo que origina una competencia entre compuestos de alta y baja presión de vapor 
durante la extracción. 
En la Fig. 6 se observa la probabilidad normal para los efectos del diseño 
factorial. Se puede apreciar que la extracción está controlada básicamente por las 
variables independientes cantidad de guayaba, volumen de muestra, temperatura 
de extracción y tiempo de extracción; ya que las mismas contribuyen en un 
75,61% con la variable dependiente ó de respuesta. Las variables independientes 
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que tienen un efecto positivo durante la extracción son cantidad de guayaba, 
volumen de muestra, temperatura y tiempo de extracción, tiempo de saturación del 
HS, temperatura de desorción y altura de la fibra en el puerto; mientras que el 
porcentaje de NaCl y la velocidad de agitación tienen un efecto negativo. 
 
	  
Fig. 6. Probabilidad normal para para los efectos del diseño factorial. 
 
Las estimaciones de los efectos y la contribución porcentual para cada una de 
las variables y las interacciones se resumen en la Tabla 7. La contribución 
porcentual es una guía aproximada pero eficaz de la importancia de cada termino 
(111). La variable independiente que más contribuye durante la SPME es el 
tiempo de extracción con un 29,22%. Un mayor tiempo origina la ocupación de 
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mayor cantidad de sitios activos en la fibra por parte de los analitos, pero un 
tiempo prolongado puede causar competencia entre los analitos y producirse 
desorción de los mismos. La temperatura de extracción contribuye en un 12,37% y 
es el tercer factor más importante después de la cantidad de guayaba. Un 
aumento en la temperatura causa un incremento en la presión de vapor de los 
analitos y favorece su extracción, pero a su vez disminuye la constante de 
distribución y por tanto no favorece la extracción. Es por ello que este parámetro 
debe ser optimizado si se quiere trabajar en las mejores condiciones. 
 
 
Tabla 7 Estimaciones de los efectos y contribución porcentual. 
Variable Efectos estandarizados % Contribución 
A- Cguava 527397803 21,04 
B- Vmuestra 306691558 7,11 
C- Tex 404404803 12,37 
D- tex 621607019 29,22 
E-NaCl -218173726 3,60 
F- tsat.-HS 173184107 2,27 
G-agitación -4200289 0,00 
H- Tdesorc. 68383218 0,35 
J- tdesorc 264347015 5,28 
K- hpuerto 162530669 2,00 
AB 1717999 0,00 
AC -34883981 0,09 
AF 97168996 0,71 
AG -70138643 0,37 
AK -96840669 0,71 
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Asumiendo los términos significativos para el modelo de regresión polinomial, se 
obtuvo la siguiente ecuación: 
  
Área = -1,20E+009 + 1,16E+07·X1 + 3,80E+07·X2 
+ 9,13E+06·X3 + 1,04E+07·X4 - 7,27E+06·X5 + 9,14E+05·X6 
+ 2,28E+06·X8 + 2,94E+07·X9 + 1,71E+08·X10 
- 1,74E+04·X1·X3 + 8,10E+04·X1·X6 - 3,51E+05·X1·X7 - 1,35E+06·X1·X10      ec. 3 
 
Con los términos de la ec. 3 se puede concluir i) por cada gramo de guayaba la 
respuesta aumenta 1,16E+007; ii) por cada mL de extracto la respuesta aumenta 
3,80E+07; iii) por cada °C que se aumente la temperatura de extracción la 
respuesta aumenta 9,13+06 y iv) por cada min de extracción la respuesta aumenta 
1,04E+07. 
Los cromatogramas para los experimentos 2, 5 y 11 se reportan en la Fig. 7. 
Para la Fig. 7A se aprecia baja resolución y selectividad a compuestos de bajo 
peso molecular para un rango de tiempo de retención de 1 a 10 min, ocasionada 
principalmente por el bajo tiempo de extracción (10 min). Sin embargo, con un 
tiempo de extracción de 70 min (Fig. 7B) se logra apreciar la separación de picos 
abundantes por éncima de 30 min, debido a la alta temperatura de extracción (75 
°C), lo que ocasionó la formación de artefactos que compiten por los sitios activos 
de la fibra. No obstante, con un tiempo de extracción de 40 min y una temperatura 
de 50 °C se apreció (Fig. 7C) una buena separación de gran variedad de 
compuestos volátiles presentes en la pulpa de guayaba. Lo anterior demuestra 
que una simple variación en cualquiera de las variables significativas genera 
cambios notorios en la extracción de volátiles de pulpa de guayaba, sin embargo, 
un estudio con el empleó de simplex puede facilitar en pocos experimentos la 
optimización de las 10 variables significativas determinadas por el diseño factorial 
fraccionado. 
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Fig. 7. Cromatogramas para los experimentos A) 2, B) 5 y C) 11 del modelo factorial fraccionado. 
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4.3.3. Modelo matemático: simplex 
 
Cuando se quiere optimizar gran cantidad de variables en un proceso es 
conveniente el uso de metodologías que permitan reducir considerablemente 
el número de experimentos y tiempo de estudio. El método simplex permite 
reducir considerablemente el número de experimentos cuando se trabaja con 
gran número de variables. 
Se seleccionó un modelo simplex de tamaño variable para la optimización 
de las 10 variables significativas obtenidas a partir del diseño factorial 
fraccionado. La respuesta se asumió como el área de los picos 
cromatograficos de: 1) acetaldehído; 2) (Z)-3-hexenal; 3) hexanal; 4) 
butanoato de etilo 5) 4-metoxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona; 6) benzoato de 
metilo; 7) benzoato de etilo; 8) acetato de 3-sulfanilhexilo y 9) acetato de 
cinamilo. Estos compuestos son los principales contribuyentes del aroma de 
guayaba (6). Además se ha determinado que son compuestos clave en el 
aroma de guayaba (110), a excepción del acetaldehído y la 4-metoxi-2,5-
dimetil-3(2H)-furanona. El programa de experimentos y la respuesta se 
encuentra reportado en la Tabla 8. 
El rango de temperatura de extracción que se optimizó fue de 25 a 45 °C, 
ya que por encima de 50 °C se pueden formar artefactos originados por la 
reacción de Maillard (112). Para el porcentaje de NaCl se seleccionó un rango 
de 5 a 30%, debido a que en el diseño factorial fraccionado está variable tiene 
un efecto negativo sobre la respuesta; por lo tanto, no es conveniente estudiar 
un porcentaje de NaCl por encima del 30%. No obstante, el programa arrojo 
como resultado un experimento empleando 35% de NaCl (Tabla 8). Esto se 
debe a que al ser un modelo de tamaño variable, primero propone parámetros 
por encima de sus rangos para poder aproximarse de una manera más 
efectiva a la respuesta óptima de análisis. 
Tabla 8 Programa de experimentos y respuestas para el método Simplex. 
N° 
Exp. 
Cguava § 
(%p/v) 
Vmuestra ‡ 
(mL) 
Tex †  
(°C) 
tex ₤ 
(min) 
NaCl 
(%p/v) 
tsat.-HS §§ 
(min) 
Agitación 
rpm 
Tdesorc. †† 
(°C) 
tdesorc ‡‡ 
(min) 
hpuerto ₤₤ 
(cm) 
1 20 2,0 20,0 10,00 5 5,00 100 230 1,00 2,50 
2 38 3,8 25,6 19,01 34 11,72 212 237 2,97 2,89 
3 100 3,8 25,6 19,01 11 11,72 212 237 2,97 2,89 
4 38 10,0 25,6 19,01 11 11,72 212 237 2,97 2,89 
5 38 3,8 44,8 19,01 11 11,72 212 237 2,97 2,89 
6 38 3,8 25,6 19,01 11 11,72 599 237 2,97 2,89 
7 38 3,8 25,6 19,01 11 34,91 212 237 2,97 2,89 
8 38 3,8 25,6 50,12 11 11,72 212 237 2,97 2,89 
9 38 3,8 25,6 19,01 11 11,72 212 237 2,97 4,25 
10 38 3,8 25,6 19,01 11 11,72 212 260 2,97 2,89 
11 38 3,8 25,6 19,01 11 11,72 212 237 9,75 2,89 
12 68 6,8 34,9 34,24 23 23,07 401 248 6,29 3,56 
Continuación Tabla 8 
N° 
Exp. Acetaldehído (Z)-3-hexenal Hexanal 
Butanoato 
de etilo 
4-metoxi-2,5-dimetil-
3(2H)-furanona 
Benzoato 
de metilo 
Benzoato  
de etilo 
Acetato 
de 3-sulfanilhexilo 
Acetato 
de cinamilo 
1 0 5,2E+08 2,7E+08 6,9E+07 0 0 0 0 0 
2 0 9,4E+08 4,8E+08 1,3E+08 3,7E+06 0 0 9,6E+06 0 
3 3,9E+06 9,3E+08 4,8E+08 1,2E+08 5,8E+06 5,2E+06 6,7E+06 2,4E+05 1,8E+07 
4 2,3E+06 1,0E+09 5,4E+08 1,4E+08 5,4E+06 3,2E+06 0 1,9E+05 8,7E+06 
5 1,7E+06 8,4E+08 4,3E+08 1,1E+08 1,2E+07 1,8E+07 1,8E+07 1,7E+06 3,1E+05 
6 3,4E+06 1,1E+09 5,5E+08 1,4E+08 0 0 1,41E+06 0 1,1E+07 
7 3,1E+06 1,0E+09 5,3E+08 1,4E+08 0 0 0 0 5,6E+06 
8 2,7E+06 1,0E+09 5,3E+08 1,4E+08 1,1E+07 1,7E+07 7,9E+06 5,3E+05 9,0E+07 
9 2,0E+06 9,3E+08 4,8E+08 1,2E+08 2,7E+06 0 1,95E+06 0 7,3E+06 
10 3,8E+06 9,8E+08 5,0E+08 1,3E+08 0 0 0 2,1E+05 1,8E+07 
11 1,8E+06 1,0E+09 5,2E+08 1,4E+08 0 0 2,5E+06 2,0E+05 8,3E+06 
12 6,6E+06 9,3E+08 4,8E+08 1,2E+08 0 5,6E+06 2,4E+07 5,6E+05 2,5E+07 
§: Concentración guayaba %p/v; ‡: volumen de muestra; †: temperatura de extracción; ₤: tiempo de extracción; §§: tiempo de saturación del espacio de cabeza;            
††: temperatura de desorción; ‡‡: tiempo de desorción; ₤₤: altura de la fibra en el puerto de inyección. 
Para el acetaldehído se obtuvo una respuesta máxima con el uso del 100% de 
pulpa de guayaba (Tabla 8). El acetaldehído se encuentra en gran cantidad en la 
pulpa de guayaba (2400 µg/kg) (110), lo que favorece mayor extracción de esté en 
función de la cantidad de guayaba. A su vez se ha encontrado en menor proporción 
en guayabas de Costa Rica (3) y guayaba fresa (64). 
Para el (Z)-3-hexenal, hexanal y butanoato de etilo se logró una respuesta máxima 
agitando a 600 rpm (Tabla 8), lo cual sugiere que son compuestos con alta presión de 
vapor. Esto se confirmó cuando se obtuvo una respuesta similar con la adición de 10 
mL de extracto y una agitación de 212 rpm (Tabla 8); ya que cuando se disminuye el 
HS se satura más fácilmente con aquellos compuestos de alta presión de vapor.  
La mayor respuesta de 4-metoxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona, benzoato de metilo y 
etilo se obtuvo con una temperatura de extracción de 44,8 °C y un tiempo de 
extracción de 19,00 min (Tabla 8); también se puede observar que estos compuestos 
son extraídos considerablemente si se someten a un tiempo de extracción 
prolongado de 50 min y una temperatura de 25,6 °C (Tabla 8), a excepción del 
benzoato de etilo. Sin embargo, a la misma temperatura las respuestas para los dos 
compuestos disminuyen considerablemente con 10,00 mL de extracto al 38% de 
guayaba, al igual que con 3,80 mL de extracto al 100% de guayaba. 
El acetato de 3-sulfanilhexilo, compuesto activo del aroma de guayaba, se vio 
influenciado principalmente por el porcentaje de NaCl. Su respuesta máxima se 
alcanzó con la adición de una solución acuosa de NaCl al 35% (Tabla 8). La 
sobresaturación de la muestra con sales es más efectiva para la extracción de 
analitos por la fibra debido al salting out que se produce, sin embargo, esto depende 
del tipo de analito y de la concentración de la sal. El acetato de 3-sulfanilhexilo es un 
compuesto polar que puede interaccionar fuertemente con el extracto acuoso, lo que 
origina que su transporte hacia el HS sea difícil. La adición de NaCl en altas 
concentraciones favorece la saturación de la fase acuosa, lo que favorece el 
transporte del acetato de 3-sulfanilhexilo hacía el HS. 
 La respuesta máxima para el acetato de cinamilo se alcanzó con un tiempo 
prolongado de extracción de 50 min (Tabla 8). Un mayor tiempo origina la ocupación 
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de mayor cantidad de sitios activos por los analitos. No obstante, es probable que un 
tiempo prolongado haya ocasionado la desorción de algunos analitos dando origen a 
nuevos sitios activos que son ocupados por el acetato de cinamilo. 
Se pudo apreciar que los factores de estudio pueden causar un efecto diferente 
sobre cada uno de los compuestos de estudio y no se sigue una tendencia única 
hacia un solo factor. El Simplex seleccionó la respuesta más baja (Tabla 8) y la 
proyectó para dar origen al experimento número 12 (Tabla 8). Con este se logró 
obtener la mayor respuesta dando origen a los valores óptimos de extracción. 
Los valores óptimos para la SPME determinados por simplex fueron: 68,48% de 
guayaba en NaCl acuoso al 23,07%; 6,84 mL de extracto; temperatura de extracción 
34,98 °C; tiempo de extracción 34,12 min; tiempo de saturación del HS 23,07 min; 
velocidad de agitación 402 rpm; temperatura de desorción 248 °C; tiempo de 
desorción 6,15 min y una altura de la fibra de 3,56 cm en el puerto de inyección.  
En la Fig. 8 se puede apreciar el perfil cromatográfico para la SPME obtenida a 
partir de los valores óptimos de extracción. Se puede apreciar un aumento 
considerable en las señales y la extracción de compuestos de bajo y mediano peso 
molecular; además no hubo formación de artefactos durante la extracción como se 
apreció en la Fig. 7B. 
 
Fig. 8.Cromatograma obtenido con las mejores condiciones de extracción determinadas por Simplex. 
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La temperatura de extracción fue el parámetro más importante durante la 
SPME. El uso de una temperatura máxima de extracción de 44,8 °C (Tabla 8) 
permitió separar por SPME mayor cantidad de benzoato de metilo y etilo, sin 
embargo, está temperatura puede originar formación de artefactos. De otro lado, 
un tiempo de extracción prolongado de 50,6 min permitió la separación de gran 
cantidad de acetato de cinamilo, y benzoato de metilo y etilo. En el mismo sentido 
un gran porcentaje de guayaba (100%) permitió la separación de estos 
compuestos. 
Lo anterior confirma mediante la metodología Simplex que la temperatura, el 
tiempo de extracción y el porcentaje de guayaba (todas variables significativas y 
de gran contribución porcentual determinadas por el diseño factorial fraccionado) 
afectan considerablemente la extracción de los compuestos de estudio. Por lo 
tanto se hace necesario optimizar estás tres variables a partir de un diseño Box-
Behnken. 
 
4.3.4. Análisis estadístico: Modelo Box-Behnken 
 
La reproducibilidad y sensibilidad de los compuestos volátiles en el HS 
determinados por SPME son influenciadas considerablemente por la presión de 
vapor de los compuestos. A su vez, el tiempo (tex) y la temperatura de extracción 
(Tex) son dos de los factores que más afectan la presión de vapor y el equilibrio del 
sistema. 
La cantidad de muestra juega un papel importante durante la SPME. Una 
cantidad muy grande puede ocasionar competencia entre aquellos compuestos 
presentes en altas concentraciones y con presión de vapor alta y aquellos 
presentes en bajas concentraciones con presión de vapor alta. De otro lado, se 
puede generar efecto matriz entre aquellos compuestos muy abundantes contra 
aquellos que no lo están. 
La optimización de las variables se hizo a partir de un diseño Box-Behnken. 
Esté diseño es una modificación de una superficie de respuesta, donde son 
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excluidos los puntos de los vértices de la región cubica creados a partir de los 
limites de cada nivel (111). Un diseño de 3 factores involucra tres bloques, donde 
por cada bloque se varían los límites inferior y superior de dos variables dando 
origen a 4 experimentos por bloque. 
Para la optimización se seleccionó como variable respuesta el área bajo la 
curva de: 1) acetaldehído; 2) (Z)-3-hexenal; 3) hexanal; 4) butanoato de etilo; 5) 
benzoato de metilo y 6) etilo; 7) acetato de 3-sulfanilhexilo y 8) acetato de 
cinamilo, compuestos de impacto y que contribuyen significativamente en el aroma 
de la guayaba (6, 110). Cada compuesto fue evaluado por separado variando el 
tiempo (19 a 49 min) y temperatura de extracción (25 a 45 °C); y la cantidad de 
guayaba expresada en porcentaje (p/v) (Cguava: 20% a100%). El programa de 
experimentos y las respuestas se encuentran reportados en la Tabla 9. 
Los ANOVA de cada una de las respuestas seleccionadas para el estudio se 
encuentran reportados en el anexo 1. A partir de los valores de P de los modelos, 
anexo 1, se logró determinar que los 8 modelos (8 respuestas) son significativos y 
se concluye que existe una relación cuadrática entre al menos una de las variables 
independientes con la variable dependiente. 
Los valores del estadístico F y la P para las variables de estudio se encuentran 
en el anexo 1. Para todos los modelos las variables independientes (tex), (Tex), 
(Cguava), (tex)2, (Tex)2 y (Cguava)2 fueron significativas a un nivel de significancia del 
5%. Para el (Z)-3-hexenal, hexanal, butanoato de etilo y benzoato de metilo la 
interacción tiempo de extracción-temperatura de extracción (tex·Tex) contribuye 
significativamente en el modelo. 
La interaccion (tex·Cguava) no fue significativa para ninguno de los modelos. Si se 
emplea un porcentaje de guayaba alto y un tiempo prolongado de extracción, el 
HS se satura rápidamente con aquellos compuestos que tengan una 
concentración y presión de vapor alta; esto impide una extracción óptima en un 
amplio rango de compuestos volátiles presentes en la pulpa de guayaba.  
La interacción (Tex·Cguava) resultó también ser no significativa para ninguno de 
los modelos. Con una alta temperatura de extracción se favorece la saturación del 
Tabla 9 Programa de experimentos y respuestas para el diseño Box-Behnken para SPME. 
N° 
Exp. 
tex § 
(min) 
Tex ‡ 
(°C) 
Cguava † 
(%p/v) 
Acetaldehído
(área) 
(Z)-3-hexenal 
(área) 
Hexanal 
(área) 
Butanoato 
de etilo 
(área) 
Benzoato 
de metilo 
(área) 
Benzoato 
de etilo 
(área) 
Acetato de 
3-sulfanilhexilo 
(área) 
Acetato de 
cinamilo 
(área) 
1 19 35 100 2213748 543585350 280852431 72478047 9355401 2319379 237268 5847456 
2 34 45 100 3241516 650159637 335915812 86687952 14698099 7016074 522331 48123775 
3 49 25 60 2611552 620342103 320510087 82712280 7669940 3690771 273175 12261038 
4 19 45 60 2911398 633895928 327512896 84519457 5910213 5821138 393710 24318628 
5 34 45 20 2498297 617106356 318838284 82280847 9027899 2834862 460825 16714657 
6 49 45 60 3583702 650497343 336090294 86732979 16045410 5998113 534255 29212944 
7 34 35 60 5940750 712298400 368020840 94973120 22242100 16427723 1652060 101853000 
8 19 35 20 922691 526556348 272054113 70207513 2758454 1196942 0 2483309 
9 34 35 60 5115422 722731680 373411368 96364224 22041964 16394200 1684700 106152600 
10 34 25 100 2242714 611662710 316025733 81555028 13296749 3186025 405272 6333474 
11 34 35 60 5515734 738442918 381528841 98459056 22134300 16847600 1659100 108435000 
12 34 25 20 1723046 530709869 274200099 70761316 3226191 692629 227848 5119023 
13 49 35 100 3071516 635600283 328393479 84746704 14452594 6218074 509502 38081477 
14 19 25 60 1814037 532808604 275284446 71041147 3402874 0 0 2348827 
15 49 35 20 2228828 569845443 294420146 75979392 12868835 5862145 400272 15825233 
16 34 35 60 5225204 727976334 376121106 97063511 22416530 16641600 1655000 103591000 
17 34 35 60 5484630 738606514 381613366 98480868 22927500 16241489 1673748 107418959 
§: tiempo de extracción; ‡: temperatura de extracción; †: concentración de guayaba porcentaje p/v. 
HS por parte de aquellos compuestos que presenten una alta presión de vapor; lo 
cual depende directamente del porcentaje de guayaba empleado durante la SPME. 
A partir de las variables significativas para el modelo de regresión cuadrática se 
obtuvo las siguientes ecuaciones descodificadas para cada una de las respuestas: 
 
Acetaldehído (área)= - 2,49E+7 + 5,087E+5·(tex) + 8,90E+5·(Tex)  
+ 1,49E+5·(Cguava) - 6,763E+3·(tex)2 - 1,20E+4·(Tex)2 - 1,14E+3·(Cguava)2 ec. 4 
 
 (Z)-3-hexenal (área)= -1,25E+9 + 4,65E+7·(tex) + 6,47E+7·(Tex) + 1,20E+7·(Cguava)  
- 1,97E+5·(tex·Tex) - 5,63E+5·(tex)2 - 7,09E+5·(Tex)2 - 8,65E+4·(Cguava)2 ec. 5 
 
 Hexanal (área)= -3,87E+13 + 1,44E+12·(tex) + 2,01E+12·(Tex) + 3,72E+11·(Cguava) 
- 6,11E+4·(tex·Tex) - 1,75E+10·(tex)2 - 2,20E+10·(Tex)2 - 2,68E+4·(Cguava)2 ec. 6 
 
Butanoato de etilo (área)= -2,49E+7 + 9,30E+5·(tex) + 1,29E+6·(Tex)  
+ 2,40E+5·(Cguava) - 3,94E+3·(tex·Tex) - 1,13E+4·(tex)2 - 1,42E+4·(Tex)2 
- 1,73E+3·(Cguava)2 ec. 7 
 
Benzoato de metilo (área)= -1,31E+8 + 2,19E+6·(tex) + 4,92E+6·(Tex)  
+ 6,43E+5·(Cguava) - 9,78E+3·(tex·Tex) - 3,18E+4·(tex)2 - 6,95E+4·(Tex)2  
- 3,34E+3·(Cguava)2 ec. 8 
 
Benzoato de etilo (área)= -1.26E+8 + 2,16E+6·(tex) + 4,90E+6·(Tex)  
+ 4,89E+5·(Cguava) - 2,70E+4·(tex)2 - 6,55E+4·(Tex)2 - 4,08E+3·(Cguava)2 ec. 9 
 
Acetato de 3-sulfanilhexilo (área)= -1.26E+7 + 2,44E+5·(tex) + 4,61E+5·(Tex)  
+ 5,40E+4·(Cguava) - 3,29E+3·(tex)2 - 6,24E+4·(Tex)2 - 3,98E+2·(Cguava)2 ec. 10 
 
Acetato de cinamilo (área)= -1.24E+7 + 2,41E+5·(tex) + 4,54E+5·(Tex)  
+ 5,32E+4·(Cguava) - 3,25E+3·(tex)2 - 6,13E+4·(Tex)2 - 3,91E+2·(Cguava)2 ec. 11 
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A partir de las ec. 4 a ec. 11 se puede concluir: i) con un aumento de 1 min 
durante la SPME el área de los picos cromatograficos de los compuestos de 
estudio aumentara en un promedio de 32%; ii) con un aumento de 1 °C durante la 
SPME el área aumentara un promedio de 59% y iii) con un aumento de 1 g de 
guayaba durante la SPME el área 8%. Se logró apreciar que la variable 
independiente que más afectó la respuesta fue la temperatura de extracción. 
La variable que menos aportó durante la extracción fue la cantidad de guayaba, 
ya que un aumento considerable favorece a aquellos compuestos que tienen una 
concentración y presión de vapor alta. Sin embargo, gran cantidad de este tipo de 
compuestos en el HS pueden causar competencia entre aquellos que tengan igual 
naturaleza polar, causando la desorción de los mismos y dando origen a una 
extracción ineficiente. 
Las gráficas de los efectos de: i) temperatura y tiempo de extracción; ii) 
porcentaje de guayaba y tiempo de extracción y iii) porcentaje de guayaba y 
temperatura de extracción, sobre el (Z)-3-hexenal se puede apreciar la Fig. 9. Para 
todas se puede apreciar que la respuesta aumenta hasta un punto máximo y luego 
disminuye. 
En el caso (i) a tiempos prolongados la respuesta disminuye debido a que con 
un incremento considerable en la temperatura  se puede favorecer la desorción de 
los analitos. Para el caso (ii) la respuesta disminuye con tiempos de extracción 
altos, ya que con una gran cantidad de guayaba son favorecidos los compuestos 
contenidos en mayor concentración, lo que origina un efecto de matriz. Con una 
temperatura alta la respuesta disminuye en el caso (iii) ya que con el uso de 
cantidades considerables de guayaba son favorecidos los compuestos volátiles 
presentes en altas concentraciones y que tengan presiones de vapor altas. 
Superponiendo todas las superficies de respuesta presentes en el anexo 2 se 
llega a la respuesta óptima de extracción. Los parámetros óptimos fueron: 30,32 
min; 32,3 °C y 47,78% de guayaba. Los valores de los otros parámetros fueron los 
obtenidos a partir de Simplex. 
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Fig. 9. Grafica de contorno para la superficie de respuesta para los efectos i) temperatura y 
tiempo de extracción, ii) porcentaje de guayaba y tiempo de extracción y iii) porcentaje 
de guayaba y temperatura de extracción, para el (Z)-3-hexenal. 
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El método Simplex y el diseño Box-Behnken permitieron determinar los 
parámetros óptimos para el análisis por SPME de la pulpa de guayaba 
desodorizada a partir de pulpa de guayaba fresca. Con estos parámetros serán 
analizadas las pulpas luego de ser sometidas a SFE. 
 
4.4. Desodorización y despigmentación de pulpa de guayaba 
 
La pulpa de guayaba sometida al tratamiento de SC-CO2-EtOH dio como 
resultado un extracto etanólico coloreado y con olor, y la pulpa de guayaba 
desodorizada. Las variables de estudio del modelo Box-Behnken fueron el 
volumen de etanol (5,00 a 20,00 mL), número de baches (2 a 8) y el tiempo para 
cada bache (5 a 15 min). Con el propósito de verificar la disminución o perdida de 
volátiles de la pulpa, mediante el tratamiento, ésta fue analizada por SPME; por 
otra parte, los extractos etanólicos fueron evaluados por LC-DAD. El programa de 
experimentos y las respuestas se presentan en la Tabla 10. Para la pulpa se 
asumió como respuesta el inverso del área del pico cromatografico para el (Z)-3-
hexenal y para los extractos etanólicos fue el área bajo la curva del compuesto A 
(tR: 2,617 min) determinado por LC. No se asumió como respuesta el área de 
ningún otro compuesto determinado por los métodos Simplex y Box-Behnken ya 
que la pulpa desodorizada quedo libre de éstos. 
El volumen de etanol juega un papel importante durante la extracción, ya que un 
volumen alto de etanol puede causar la sobresaturación sobre la matriz y posterior 
extracción de compuestos que no son de interés. 
La extracción de determinados compuestos depende en gran proporción del 
número de baches. Un número grande de baches puede ocasionar la desorción de 
analitos de cualquier tipo, debido a que se realiza una extracción exhaustiva que 
puede llegar a extraer compuestos de diferente polaridad. A su vez, un tiempo 
prolongado para cada bache puede ocasionar la extracción de compuestos que no 
son de interés. 
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Tabla 10 Programa de experimentos y respuestas para el diseño Box-Behnken para 
la despigmentación y desodorización de la pulpa de guayaba. 
N° 
Experimento 
VEtOH § 
(mL) NB † 
tex/B ‡ 
(min) 
1/(z)-3-hexenal 
(área) 
Compuesto A 
(área) 
1 12,50 5 10 1,16600E-07 1872390 
2 12,50 5 10 1,15689E-07 1825990 
3 5,00 5 15 3,4458E-08 474114 
4 20,00 2 10 1,77094E-08 278169 
5 12,50 5 10 1,14566E-07 1880333 
6 5,00 5 5 1,21946E-08 32288 
7 12,50 8 15 4,10563E-08 1133487 
8 12,50 5 10 1,12222E-07 1850634 
9 12,50 5 10 1,14189E-07 1859856 
10 20,00 8 10 4,05034E-08 588604 
11 20,00 5 5 3,14249E-08 458064 
12 5,00 2 10 8,90041E-09 12973 
13 12,50 2 5 1,22761E-08 36536 
14 20,00 5 15 4,07772E-08 1123133 
15 12,50 2 15 4,02519E-08 442014 
16 5,00 8 10 2,73353E-08 337991 
17 12,50 8 5 3,73404E-08 474643 
§: volumen de etanol; †: números de baches; ‡: tiempo de extracción/bache 
 
 
El ANOVA para cada una de los modelos se encuentra reportado en la Tabla 11. 
A partir de los valores de P se puede decir que existe una relación cuadrática 
entre al menos una de las variables independientes con la variable dependiente. 
Los valores del estadístico F y P se encuentran reportados en la Tabla 11. 
Asumiendo como respuesta del modelo el inverso del área del pico cromatografico 
de (Z)-3-hexenal se concluye que las variables volumen de EtOH (VEtOH), números 
de baches (NB), tiempo de extracción por bache (tex/B), (VEtOH)2, (NB)2, (tex/B)2 y las 
interacciones volumen de EtOH-tiempo extracción por cada bache (VEtOH·tex/B) y 
número de baches-tiempo extracción por bache (NB·tex/B) son significativas del 
modelo. Para el análisis de los extractos etanólicos por LC-DAD resultó ser 
significativas todas las variables independientes a excepción de todas las 
interacciones propuestas por el modelo. 
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Tabla 11 ANOVA del modelo Box-Behnken para la despigmentación y 
desosdorización. 
(Z)-3-hexenal 
Variable suma de cuadrados GL F P>F 
Modelo 2,780E-14 9 514 < 0,0001 
A- VEtOH 2,823E-16 1 47 0,0002 
B- NB 5,628E-16 1 94 < 0,0001 
C- tex/B 5,010E-16 1 83 < 0,0001 
AB 4,751E-18 1 1 0,4036 
AC 4,167E-17 1 7 0,0338 
BC 1,471E-16 1 24 0,0017 
A^2 9,313E-15 1 1549 < 0,0001 
B^2 8,156E-15 1 1356 < 0,0001 
C^2 6,051E-15 1 1006 < 0,0001 
Residual 4,209E-17 7   
Compuesto A 
Variable suma de cuadrados GL F P>F 
Model 8,451E+12 9 92 < 0.0001 
A- VEtOH 3,162E+11 1 31 0.0009 
B- NB 3,894E+11 1 38 0.0005 
C- tex/B 5,892E+11 1 58 0.0001 
AB 5,317E+07 1 0 0.9445 
AC 1,246E+10 1 1 0.3062 
BC 1,605E+10 1 2 0.2506 
A^2 2,539E+12 1 248 < 0.0001 
B^2 2,541E+12 1 248 < 0.0001 
C^2 1,317E+12 1 129 < 0.0001 
Residual 7,159E+10 7   
 
La interacción (VEtOH·NB) no fue significativa para ninguno de los modelos. Con 
un gran volumen de EtOH se favorece la extracción de compuestos polares 
presentes en la muestra, lo que va en detrimento de la desodorización ya que los 
compuestos mayoritaríos presentes en la pulpa de guayaba son medianamente 
polares. En el mismo sentido, un número de baches alto y un gran volumen de 
EtOH favorecen la extracción de aquellos compuestos altamente polares. 
A partir de las variables significativas para el modelo de regresión cuadrática se 
obtuvo las siguientes ecuaciones descodificadas para cada una de las respuestas: 
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(Área (Z)-3-hexenal)-1= -3,57E-7 + 2,23E-8·(VEtOH) + 5,51E-8·(NB)   
+ 3,50E-8·(tex/B) - 8,36E-10·(VEtOH)2 - 4,89E-9·(NB)2  
- 1,52E-9·(tex/B)2 + 4,04E-10·(NB·tex/B) ec. 12 
  
Área compuesto A= -5,54E+6 + 3,58E+5·(VEtOH) + 8,96E+5·(NB)   
+ 4,62E+5·(tex/B) - 1,38E+4·(VEtOH)2 - 8,63E+4·(NB)2 - 2,23E+4·(tex/B)2  ec. 13 
 
A partir de las ec. 12 a ec. 13 se puede decir que por cada mililitro de EtOH la 
respuesta aumenta en promedio un 20%; con un bache más por extracción la 
respuesta aumenta un 49% en promedio y por cada minuto de más en cada bache 
la respuesta aumenta en promedio un 31%. 
Como se puede apreciar la variable independiente (NB) afecta en mayor 
proporción la respuesta respecto al (VEtOH) y (tex/B). Esta tendencia se debe a que 
un mayor número de baches favorece el proceso de extracción. Un gran número 
de baches permite que la muestra se sature más veces con el FS; éste a su vez 
puede variar su densidad de acuerdo a la presión y temperatura de extracción, lo 
que favorece la extracción en un amplio rango de polaridades y a su vez se puede 
efectuar una extracción más selectiva. 
Los graficos de los efectos para el volumen de EtOH y el número de baches se 
muestran en la Fig. 10. Se puede apreciar que la respuesta disminuye con 
volúmenes de EtOH altos y un número de baches intermedio. Esto se debe a que 
volúmenes muy grandes de etanol favorecen la extracción de compuestos muy 
polares y generan competencia con aquellos de mediana y baja polaridad. 
Superponiendo las superficies de respuesta de: i) número de baches y volumen 
de etanol; ii) tiempo y volumen de EtOH; y iii) tiempo y número de baches para 
cada una de las respuestas, se obtiene los valores óptimos de extracción. Los 
parámetros óptimos para realizar la extracción con SC-CO2-EtOH fueron 10,4 mL 
de EtOH; 4 baches de 8,24 min cada uno. 
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Fig. 10. Grafica de contorno para la superficie de respuesta del A) inverso del área de (Z)-3- 
hexenal determinado por SPME y del B) área del compuesto A determinado por LC-DAD. 
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La pulpa de guayaba fresca fue sometida a extracción con SC-CO2-EtOH para 
obtener la pulpa desodorizada y el extracto etanólico. La pulpa de guayaba 
desodorizada a partir de los parámetros óptimos fue sometida a SPME y análisis 
por GC-MS. Los cromatogramas de la pulpa de guayaba fresca y la pulpa 
desodorizada por SC-CO2-EtOH se presentan en la Fig. 11. Para la pulpa 
desodorizada se puede apreciar la ausencia de varios compuestos, sin embargo, 
para el (Z)-3-hexenal se aprecia el pico aunque en baja proporción respecto a la 
pulpa de guayaba fresca. 
 
 
Fig. 11. Cromatogramas de la pulpa de guayaba y la pulpa desodorizada y despigmentada. 
El extracto etanólico fue sometido a un análisis por LC-DAD para determinar que 
clases de compuestos pueden estar presentes en el extracto. El cromatograma 
obtenido a 250 nm (Fig. 12) muestra dos picos; el pico A con un tiempo de 
retención de 2,617 min y de 20,950 min para el pico B. Los espectros UV se 
muestran en la Fig. 13. Para el pico A se aprecia una λmax (nm) de 226 y 274. Para 
el pico B se aprecia una λmax (nm) de 244. El análisis de los espectros UV puede 
sugerir que se trata de compuestos polifenolicos de tipo isoflavononas. 
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Fig. 12. Cromatograma del extracto etanólico obtenido a 250 nm. 
 
Fig. 13. Espectros UV obtenidos por LC-DAD para los picos A y B del extracto etanólico. 
El diseño de superficie de respuesta combinado con un diseño Box-Behnken 
permitieron determinar las condiciones óptimas de extracción para desodorizar y 
despigmentar pulpa de guayaba en un solo paso con el uso de SC-CO2-EtOH. 
Con las condiciones óptimas de extracción se pueden obtener extractos etanólicos 
aromáticos y coloreados, y pulpa de guayaba libre de olor y color. Finalmente, 
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dicha pulpa podría ser empleada en diferentes procesos, p.e. la obtención de 
pectinas o la adición a productos cárnicos. 
Los resultados alcanzados, permiten afirmar que al someter la pulpa de guayaba 
a SFE, empleando SC-CO2-EtOH, es posible obtener pulpa desodorizada y 
despigmentada.  
 
5. CONCLUSIONES 
 
Se logró desodorizar y despigmentar la pulpa de guayaba en un solo paso con 
el uso de dióxido de carbono supercrítico y etanol como cosolvente. 
Las mejores condiciones de extracción para desodorizar y despigmentar la 
pulpa de guayaba, en un solo paso, empleando SC-CO2-EtOH fueron: relación 
EtOH-muestra 7:10 (p/v), 4 baches c/u de 8,24 min, Pex 12,08 MPa y Tex 33,2 °C; 
lo anterior, tomando como base la optimización del proceso realizada mediante 
métodos estadísticos.   
Con el uso de la técnica de SPME fue posible definir la desodorización de la 
pulpa tratada con SC-CO2-EtOH y la despigementación de la misma. 
El extracto etanólico sometido a análisis por LC-DAD demostró la presencia de 
dos picos. Para el pico tR=2,617 se apreció una λmax (nm) de 226 y 274. Para el 
pico con tR=20,950 se apreció una λmax (nm) de 244. 
 
6. RECOMENDACIONES 
 
Estudiar otros sistemas de disolventes inocuos para despigmentar y 
desodorizar la pulpa de guayaba por SFE. 
Realizar la desodorización de otras matrices para proponer a la técnica de SFE 
como una alternativa efectiva para desodorizar. 
Estudiar los compuestos funcionales presentes en la pulpa de guayaba 
obtenida a partir de SC-CO2-EtOH. 
Identificar plenamente los compuestos presentes en el extracto etanólico. 
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Adelantar estudios de actividad antioxidante en el extracto etanólico. 
Estudiar los posibles usos que pueden tener la pulpa de guayaba desodorizada 
y el extracto etanólico obtenido a partir de SC-CO2-EtOH. 
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8. ANEXOS 
ANEXO 1 TABLAS 
ANOVA acetaldehído. 
Variable suma de cuadrados df F P>F 
Model 3,82752E+13 9 51,8128396 < 0.0001 
A-Tiempo (min) 1,65049E+12 1 20,108337 0.0029 
B-Temperatura (°C) 1,84662E+12 1 22,4978239 0.0021 
C-Guayaba (% p/v) 1,44214E+12 1 17,5698993 0.0041 
AB 3919448630 1 0,04775152 0.8333 
AC 50258690040 1 0,61231293 0.4596 
BC 12493762400 1 0,15221432 0.7080 
A^2 9,7496E+12 1 118,78158 < 0.0001 
B^2 6,10861E+12 1 74,4225282 < 0.0001 
C^2 1,40308E+13 1 170,940894 < 0.0001 
Residual 5,74561E+11 7   
     
ANOVA (Z)-3-hexenal 
Variable suma de cuadrados df F P>F 
Model 2,50496E+17 9 94,250005 < 0.0001 
A-Tiempo (min) 1,99066E+16 1 67,4092633 < 0.0001 
B-Temperatura (°C) 2,27797E+16 1 77,1384987 < 0.0001 
C-Guayaba (% p/v) 1,34466E+16 1 45,5340111 0.0003 
AB 3,494E+15 1 11,8316537 0.0108 
AC 1,64876E+15 1 5,58314148 0.0501 
BC 1,59331E+15 1 5,3953926 0.0532 
A^2 6,76782E+16 1 229,177291 < 0.0001 
B^2 2,11816E+16 1 71,7268814 < 0.0001 
C^2 8,06611E+16 1 273,140968 < 0.0001 
Residual 2,06717E+15 7   
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ANOVA hexanal 
Variable suma de cuadrados df F P>F 
Model 2,41E+19 9 94.25 < 0.0001 
A-Tiempo (min) 1,91E+18 1 67.41 < 0.0001 
B-Temperatura (°C) 2,19E+18 1 77.14 < 0.0001 
C-Guayaba (% p/v) 1,29E+18 1 45.53 0.0003 
AB 3,36E+17 1 11.83 0.0108 
AC 1,58E+17 1 5.58 0.0501 
BC 1,53E+17 1 5.40 0.0532 
A^2 6,50E+18 1 229.18 < 0.0001 
B^2 2,04E+18 1 71.73 < 0.0001 
C^2 7,75E+18 1 273.14 < 0.0001 
Residual 1,99E+17 7   
     
	  
	  
ANOVA Butanoato de etilo 
Variable suma de cuadrados df F P>F 
Model 1,00199E+14 9 94,250005 < 0.0001 
A-Tiempo (min) 7,96264E+12 1 67,4092633 < 0.0001 
B-Temperatura (°C) 9,11189E+12 1 77,1384987 < 0.0001 
C-Guayaba (% p/v) 5,37865E+12 1 45,5340111 0.0003 
AB 1,3976E+12 1 11,8316537 0.0108 
AC 6,59502E+11 1 5,58314148 0.0501 
BC 6,37324E+11 1 5,3953926 0.0532 
A^2 2,70713E+13 1 229,177291 < 0.0001 
B^2 8,47265E+12 1 71,7268814 < 0.0001 
C^2 3,22645E+13 1 273,140968 < 0.0001 
Residual 8,26867E+11 7   
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ANOVA Benzoato de metilo  
Variable suma de cuadrados df F P>F 
Model 8,42346E+14 9 69,6317976 < 0.0001 
A-Tiempo (min) 1,09593E+14 1 81,5345345 < 0.0001 
B-Temperatura (°C) 4,08873E+13 1 30,4192303 0.0009 
C-Guayaba (% p/v) 7,15296E+13 1 53,2163467 0.0002 
AB 8,60874E+12 1 6,40470531 0.0392 
AC 6,28301E+12 1 4,67441834 0.0674 
BC 4,84079E+12 1 3,60143493 0.0995 
A^2 2,15216E+14 1 160,115762 < 0.0001 
B^2 2,03144E+14 1 151,134197 < 0.0001 
C^2 1,20258E+14 1 89,4689005 < 0.0001 
Residual 9,40889E+12 7   
     
	  
	  
ANOVA Benzoato de etilo  
Variable suma de cuadrados df F P>F 
Model 6,3291E+14 9 70,9664436 < 0.0001 
A-Tiempo (min) 1,93182E+13 1 19,4948894 0.0031 
B-Temperatura (°C) 2,48539E+13 1 25,0812279 0.0016 
C-Guayaba (% p/v) 8,30887E+12 1 8,3848581 0.0231 
AB 3,08669E+12 1 3,11491868 0.1209 
AC 1,46884E+11 1 0,14822699 0.7117 
BC 7,12181E+11 1 0,71869368 0.4246 
A^2 1,55809E+14 1 157,23368 < 0.0001 
B^2 1,80635E+14 1 182,287262 < 0.0001 
C^2 1,79444E+14 1 181,085321 < 0.0001 
Residual 6,93656E+12 7   
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ANOVA Acetato de 3-sulfanilhexilo 
Variable suma de cuadrados df F P>F 
Model 6,64731E+12 9 232,9537322 < 0.0001 
A-Tiempo (min) 1,47486E+11 1 46,51751835 0.0002 
B-Temperatura (°C) 1,2621E+11 1 39,80691542 0.0004 
C-Guayaba (% p/v) 42840633130 1 13,51207407 0.0079 
AB 4397679225 1 1,387042233 0.2774 
AC 4098432361 1 1,292658805 0.2930 
BC 3359289150 1 1,059530649 0.3376 
A^2 2,31175E+12 1 729,1331967 < 0.0001 
B^2 1,63771E+12 1 516,539828 < 0.0001 
C^2 1,70951E+12 1 539,1856451 < 0.0001 
Residual 22193812016 7   
	  
	  
ANOVA Acetato de cinamilo 
Variable suma de cuadrados df F P>F 
Model 6,45226E+12 9 204,009225 < 0.0001 
A-Tiempo (min) 1,47486E+11 1 41,96922248 0.0003 
B-Temperatura (°C) 1,2621E+11 1 35,91475532 0.0005 
C-Guayaba (% p/v) 42840633130 1 12,19091781 0.0101 
AB 4397679225 1 1,251422821 0.3002 
AC 4098432361 1 1,166267826 0.3160 
BC 3359289150 1 0,955934003 0.3608 
A^2 2,2471E+12 1 639,444606 < 0.0001 
B^2 1,58337E+12 1 450,5709562 < 0.0001 
C^2 1,65398E+12 1 470,6643888 < 0.0001 
Residual 24599003667 7   
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ANEXO 2 SUPERFICIES DE RESPUESTA 
	  
	  
	  
Fig. Grafica de contorno para la superficie de respuesta para los efectos i) temperatura y tiempo 
de extracción, ii) porcentaje de guayaba y tiempo de extracción y iii) porcentaje de 
guayaba y temperatura de extracción, para el acetaldehído. 
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de extracción, ii) porcentaje de guayaba y tiempo de extracción y iii) porcentaje de 
guayaba y temperatura de extracción, para el benzoato de etilo. 
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Fig. Grafica de contorno para la superficie de respuesta para los efectos i) temperatura y tiempo 
de extracción, ii) porcentaje de guayaba y tiempo de extracción y iii) porcentaje de 
guayaba y temperatura de extracción, para el acetato de 3-sulfanilhexilo. 
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. Grafica de contorno para la superficie de respuesta para los efectos i) temperatura y tiempo 
de extracción, ii) porcentaje de guayaba y tiempo de extracción y iii) porcentaje de 
guayaba y temperatura de extracción, para el acetato de cinamilo.	  
